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L’osteomielite è una delle patologie infettive più antiche (Klenerman, 2007), infatti la 
prima evidenza storica risale ad una frattura spinale di un rettile del periodo Permiano 
vissuto circa 291-250 milioni di anni fa. Appartiene al periodo di Ippocrate (460-370 a. 
C.) un reperto di infezione associata a frattura ossea, ma la prima descrizione di 
osteomielite è stata data da Chassaignac nel 1952 (Lew e Waldvogel, 1997; Lindfors ed 
altri 2010). Il termine osteomielite deriva dal greco osteon che significa osso, -myelo 
che significa midollo e –itis che indica infiammazione e si riferisce ad un’infezione 
della cavità midollare dell’osso. Tuttavia, più in generale, l’osteomielite è un processo 
infiammatorio che coinvolge l’osso e la sua cavità midollare associato a distruzione del 
tessuto osseo ed è causata da un microrganismo (Lew e Waldvogel, 2004). L’infezione 
può essere limitata ad una singola porzione dell’osso o può coinvolgere diverse regioni, 
come la cavità midollare, la corteccia, il periostio e il tessuto molle circostante. 
Waldvogel, in base alla durata e al meccanismo di infezione, classifica l’osteomielite in: 
osteomielite ematogena, osteomielite da infezione diretta e per contiguità con o senza 
insufficienza vascolare, osteomielite vertebrale (Waldvogel et al., 1970).  
L’osteomielite ematogena è tipica sia dell’infanzia che dell’età adulta ed è caratterizzata 
dalla diffusione ematogena del microrganismo infettante (Lew e Waldvogel, 2004). 
L’osteomielite vertebrale è spesso secondaria ad un’infezione tubercolare. 
L’osteomielite da infezione diretta e per contiguità è associata ad una diffusione locale 
dell’infezione a partire da una vicina fonte contaminata, come ad esempio una frattura 
esposta, una ferita profonda o un impianto protesico. In questo caso è l’infezione 
iniziale che favorisce l’accesso del patogeno all’osso. Di particolare interesse clinico 
sono le osteomieliti associate all’impianto protesico, sia per la loro elevata suscettibilità 
all’infezione sia per le gravose complicanze (Lew e Waldvogel, 2004). L’osteomielite 
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secondaria ad insufficienza vascolare si manifesta nei soggetti affetti da diabete in cui 
l’infezione ossea si sviluppa a partire dall’ulcera del “piede diabetico”.   
I foci di osteomielite acuta sono caratterizzati, nel sito di infezione, da infiammazione 
purulenta. Il danno alla matrice ossea, la compressione e successiva rottura delle 
strutture vascolari rappresentano una conseguenza della diffusione dell’infezione ai 
tessuti molli circostanti, aggravando così la necrosi ossea. In seguito alla lesione 
ischemica, il frammento di osso morto, detto sequestrum, rappresenta un focus infettivo 
isolato e pertanto inaccessibile alle cellule del sistema immunitario e agli antibiotici. 
L’incapacità da parte delle cellule dell’infiammazione e degli antimicrobici di 
raggiungere l’area infetta di tessuto necrotico porta alla persistenza cronica 





1.2 OSTEOMIELITE ASSOCIATA ALL’IMPIANTO 
Nel corso degli anni il sempre più diffuso ricorso ad impianti protesici in tutti i campi 
della chirurgia, al fine di ripristinare funzioni compromesse o trattare malattie severe, ha 
determinato un drastico aumento del numero di soggetti con dispositivi medicali e, di 
conseguenza, del rischio di sviluppare un’infezione associata all’impianto. Tali 
infezioni rappresentano un grave problema clinico che incide pesantemente sull’esito 
dell’intervento chirurgico, infatti l’eventuale rimozione della protesi costituisce non 
solo un doloroso inconveniente per il paziente ma anche un costo per il Servizio 
Sanitario Nazionale (Arciola et. al. 2005a; Montanaro et al. 2011a). Nonostante gli 
sforzi fatti per garantire la sterilità e l’asepsi, per minimizzare la possibilità di 
contaminazioni durante gli interventi chirurgici e per prevenire l’insorgenza di 
un’infezione, risulta ancora del tutto impossibile riuscire a fronteggiare questo ingente 
fenomeno (Arciola et al., 2015). Tuttavia le infezioni legate agli impianti rimangono il 
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tallone d’Achille dell’applicazione dei biomateriali in campo medico (Arciola et. al, 
2005a; Campoccia et al., 2006;). Come aveva già evidenziato Gristina nel 1987, il 
principale inconveniente nell’uso degli impianti protesici è rappresentato dalla possibile 
adesione batterica ai biomateriali e dalla conseguente infezione (Gristina, 1987). Infatti i 
biomateriali impiantati sono tuttora noti per essere facilmente suscettibili alla 
colonizzazione microbica e pertanto sono capaci di favorire lo sviluppo di infezioni.  
Molti sono i materiali utilizzati dalla chirurgia ortopedica: possono variare dai classici 
materiali metallici, ceramici e polimerici, ai materiali porosi o ai più moderni prodotti 
dell’ingegneria tissutale (Campoccia et al., 2013). Tuttavia la ricerca di biomateriali in 
grado di fornire un’ottima resistenza alle infezioni può essere basata solo su un’attenta 
comprensione delle complesse relazioni tra batteri e biomateriali (Arciola et al., 2012a). 
In ortopedia le infezioni associate ai biomateriali rappresentano una seria complicanza 
in quanto possono evolvere in osteomielite con conseguenti effetti devastanti per l’osso 
e per i tessuti molli circostanti (Arciola et al., 2011a; Montanaro et al., 2011a).  
In base al momento di insorgenza, le infezioni associate all’impianto, possono essere 
classificate in: precoci, ritardate e tardive (Figura 1).  
 
 
Figura 1: Classificazione delle infezioni associate all’impianto basata sul momento 
di insorgenza (Trampuz e Zimmerli, 2005). 
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Le infezioni precoci si sviluppano da una contaminazione durante l’intervento 
chirurgico o nei primi giorni dopo l’operazione e di solito diventano sintomatiche o 
comunque manifeste entro tre mesi dall’impianto (Trampuz e Zimmerli, 2005). Questo 
tipo di infezione è causato prevalentemente da S. aureus. Al contrario le infezioni 
ritardate si manifestano in tempi più lunghi, dopo circa 3-24 mesi dall’intervento 
chirurgico e di solito sono causate da agenti eziologici meno virulenti, come S. 
epidermidis e altri stafilococchi coagulasi-negativi. Infine le infezioni tardive 
compaiono dopo più di 24 mesi dall’impianto protesico e sono indipendenti 
dall’intervento chirurgico, bensì si sviluppano come conseguenza di una diffusione 
ematogena a partire da distanti siti anatomici (Uçkay et al., 2009). 
 
Un aspetto fondamentale dell’osteomielite associata all’impianto è la formazione del 
biofilm che consente al microrganismo infettante di eludere le difese messe in atto dal 
sistema immunitario dell’ospite e le terapie antibiotiche sistemiche. La formazione del 
biofilm è tipica non solo dei microrganismi patogeni, come S. aureus, ma anche dei 
batteri opportunisti come S. epidermidis (Costerton et al., 2005). In seguito 
all’aggregazione intercellulare i batteri risultano essere imbrigliati in una matrice 
polimerica che fornisce loro una solida protezione. Pertanto le infezioni associate 
all’impianto caratterizzate dalla presenza del biofilm sono molto resistenti al 
trattamento con antibiotici e di conseguenza la rimozione del dispositivo medicale 
rimane l’unica alternativa possibile (Jones et al., 2001; Arciola et al., 2005b; Arciola et 
al., 2012a).  
Il successo di un impianto ortopedico dipende dall’osteointegrazione, cioè dall’intima 
unione che si crea tra l’osso e l’impianto stesso; la contaminazione da parte di un 
patogeno e la successiva diffusione dell’infezione compromette, spesso 
irreversibilmente, l’esito di un intervento chirurgico di tipo protesico. Infatti, il 
trattamento d’elezione delle osteomieliti associate all’impianto consiste nella rimozione 
dell’impianto stesso. In alcuni casi l’impianto viene rimosso e sostituito nella stessa fase 
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e necessita dell’uso di un cemento antibiotato (Campoccia et al. 2010). In altri casi 
invece sono necessari due interventi chirurgici, il primo dei quali consiste nella 
rimozione dell’impianto, nella pulizia chirurgica dell’osso e nell’utilizzo di antibiotici 
sistemici e locali, mentre nel secondo si realizza l’inserimento di una nuova protesi. 
Sfortunatamente sono rare le condizioni in cui è possibile debellare l’osteomielite solo 




1.3 EPIDEMIOLOGIA DELL’OSTEOMIELITE ASSOCIATA ALL’IMPIANTO 
In ortopedia l’uso di impianti protesici per ripristinare le funzioni di articolazioni 
danneggiate, segmenti ossei fratturati ed arti compromessi è in progressivo aumento. 
L’espansione della chirurgia di sostituzione protesica e la necessità di monitorare l’esito 
e i costi delle artroprotesi hanno favorito lo sviluppo di molti registri a livello regionale, 
nazionale ed internazionale. Tali registri forniscono preziose informazioni circa la 
qualità degli impianti protesici (Montanaro et al., 2011b, Arciola et. al, 2015). Il numero 
di revisioni protesiche primarie è in costante aumento in tutto il mondo, infatti le 
proiezioni riguardanti le revisioni d’anca e di ginocchio da effettuare fino al 2030 in 
USA sono notevolmente superiori a quelle stimate nel 2005 (Kurtz et al., 2007). Entro il 
2030 si stimano 572000 revisioni d’anca e 3,48 milioni revisioni di ginocchio con un 
incremento rispettivamente del 174% e 673% (Figura 2) (Montanaro et al., 2011b, 
Arciola et. al, 2015).   
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Figura 2: Proiezioni dell’incremento di artroprotesi in USA dal 2005 al 2030 
(Montanaro et al., 2011b).  
 
 
In uno studio condotto su 1027 isolati clinici provenienti da 699 pazienti ortopedici nel 
periodo 2000-2003, è stata confrontata l’eziologia delle infezioni associate a dispositivi 
medici (MDs, medical devices) con quella delle infezioni sviluppate in assenza di 
dispositivi medici (no MDs). I dispositivi medici considerati comprendono le protesi di 
anca e di ginocchio, i fissatori esterni ed interni, i materiali per la ricostruzione di 
tendini e legamenti ed altri materiali protesici ortopedici. I principali agenti eziologici 
delle infezioni ortopediche appartengono al genere Staphylococcus (75,3% di tutti gli 
isolati considerati, 78,1% degli isolati associati a MDs e 68,3% degli isolati associati a 
no MDs) (Arciola et al., 2005c). Tra le specie appartenenti al genere Staphylococcus, S. 
aureus rappresenta il principale agente eziologico (35,5% di tutti gli isolati clinici, 
33,8% degli isolati clinici associati a MDs e 40,3% degli isolati clinici no MDs) seguito 
da S. epidermidis, ma solo in presenza di dispositivi medici (31,5%). Nessuna altra 
specie batterica supera una frequenza del 7%, sottolineando l’importante ruolo di queste 
due specie stafilococciche nell’epidemiologia delle infezioni ortopediche (Arciola et al., 
2005c). 
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Uno studio più recente condotto su isolati clinici provenienti da 242 pazienti ortopedici 
nel periodo 2007-2011 ha confermato i risultati osservati precedentemente. Infatti la 
prevalenza del genere Staphylococcus è di circa il 75% nell’intera collezione (82,3% 
delle infezione associate a MDs e 65,4% delle infezione non associate a MDs). L’analisi 
dettagliata della lista degli agenti eziologici mostra che S. aureus rimane la principale 
causa di infezioni ortopediche (35%) seguito da S. epidermidis con una prevalenza del 
39% in presenza di dispositivi protesici. Tuttavia altri stafilococchi coagulasi negativi 
rivestono un ruolo eziologico importante nelle infezioni ortopediche e rappresentano i 
nuovi patogeni emergenti delle infezioni associate all’impianto (Tabella 1) (Montanaro 
et al., 2011b). 
 
 
Tabella 1: Etiologia delle infezioni ortopediche di ceppi clinici isolati nel periodo 
2007-2011 (Montanaro et al., 2011b). 
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Inoltre è stato osservato che S. aureus rappresenta la principale causa di infezioni non 
associate a dispositivi medici ortopedici e di infezioni associate a fissatori interni ed 
esterni, mentre S. epidermidis è il principale agente eziologico nelle infezioni associate 
a protesi di anca e di ginocchio (Figura 3) (Montanaro et al., 2011b).  
I dati osservati nei due studi sopracitati confermano quanto osservato in letteratura 
secondo la quale il 65% delle infezioni associate all’impianto sono causate da S. aureus 
e S. epidermidis, tuttavia nella lista degli agenti eziologici si annoverano anche 
Pseudomonas aeruginosa ed Enterococcus faecalis (von Eiff et al., 2006a; Arciola et. 
al., 2008). L’elevato impatto eziologico di S. aureus e S. epidermidis in questo tipo di 
infezioni è legato alla loro capacità di formare il biofilm sulla superficie dell’impianto 
con la conseguente colonizzazione dello stesso. La prevalenza di alcuni batteri può 
variare in casi particolari in cui la protesi impiantata risulta essere in prossimità o a 
contatto con le mucose, piuttosto che con la cute, in quanto esse creano le condizioni 
per un aumentato rischio di contaminazione da parte della flora locale. L’eziologia delle 
infezioni associate all’impianto è complessa poiché può essere influenzata da molte 
variabili come il tipo di protesi, la regione anatomica interessata e la modalità di accesso 
che può essere percutanea o interna (Campoccia et al., 2009a).  
 
Staphylococcus aureus ha elaborato parecchie strategie che lo rendono l’agente 
eziologico d’eccellenza nelle osteomieliti umane. L’elevata natura clonale di S. aureus, 
descritta da diversi autori in recenti studi di epidemiologia molecolare, sottolinea la 
versatilità di questo batterio. Guidato da una potente spinta selettiva, S. aureus si è 
evoluto in numerosi cloni, alcuni dei quali rari e perciò definiti “sporadici”, al contrario 
di altri che, per la loro elevata prevalenza, sono indicati come “epidemici” (Campoccia 
et al., 2008). Il fatto che cloni differenti di uno stesso microrganismo manifestino un 
successo maggiore diventando epidemici o addirittura pandemici, indica una sostanziale 
differenza in termini di fattori virulenti, come le tossine stafilococciche e l’antibiotico-
resistenza, che sicuramente giocano un ruolo fondamentale, seppur ancora non del tutto 
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chiaro, nel definire differenti spettri di virulenza (Feng et al., 2008). I molteplici cloni 
sono in continuo divenire, nel senso che quelli più frequenti sono rapidamente sostituiti 
da altri emergenti. 
La crescente incidenza di stafilococchi meticillino-resistenti (MRSA) rappresenta un 
grave problema per il trattamento dell’osteomielite in quanto l’antibiotico-resistenza 
costituisce un ostacolo per una terapia specifica aumentando, di conseguenza, il rischio 
di cronicizzazione della malattia. Di particolare interesse medico sono i ceppi di S. 
aureus comunitari (Methicillin-resistant community-acquired, CA-MRSA) la cui 
diffusione è iniziata circa vent’anni fa come fenomeno sporadico per raggiungere, negli 
ultimi anni, livelli epidemici in alcune regioni. 
Lo sviluppo dell’osteomielite dipende non solo dalle caratteristiche del microrganismo 
patogeno ma anche dall’immunocompetenza e dalle condizioni generali dell’ospite 
(Lew e Waldvogel, 2004). Infatti le infezioni ospedaliere da S. aureus sono 
particolarmente frequenti in soggetti immunocompromessi e gravemente debilitati e 
prevalgono in presenza di impianti medicali permanenti (Arciola et al., 2005a). 
Le infezioni associate all’impianto persistenti e refrattarie al trattamento antibiotico 
sono spesso caratterizzate da forme varianti di S. aureus, conosciute con il nome di 
“small colony variants”, SCVs (von Eiff et al., 2006b). Queste forme mutanti sono 
dotate di un successo adattativo che consente loro la colonizzazione persistente 
dell’osso. Il fenotipo SCV è caratterizzato da una crescita lenta, da colonie circolari 
circa dieci volte più piccole rispetto alle forme wild-type, da un’aumentata resistenza 
agli antibiotici aminoglicosidici e da una ridotta attività emolitica responsabile della 
persistenza intracellulare del batterio (Sendi e Proctor, 2009).  
 
Lo studio dei meccanismi patogenetici delle infezioni associate agli impianti si basa 
sulla stretta interdipendenza tra l’epidemiologia molecolare e la biologia molecolare 
(Montanaro et al., 2007). Uno dei primi lavori sull’epidemiologia molecolare delle 
infezioni associate all’impianto risale al 1999 e dimostra l’elevata prevalenza di biofilm 
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formatori tra gli isolati clinici di infezioni ortopediche (Montanaro et al., 1999). Studi 
successivi hanno sottolineato la prevalenza  dell’adesina che lega il collagene (Cna) e 
delle due adesine che legano la fibronectina, FnBPA e FnBPB, nei ceppi di S. aureus 
isolati da infezioni associate a diversi tipi di impianto (Arciola et al., 2005d). Infatti lo 
studio condotto da Arciola e i suoi collaboratori su 191 isolati clinici di S. aureus ha 
dimostrato che i geni per le FnBPs sono presenti nella stragrande maggioranza dei ceppi 
analizzati: il 98,4% degli isolati risultava essere fnbA+, il 99,5% fnbB+ e il 99,5% 
possedeva entrambi i geni. Il gene cna era presente nel 46% dei ceppi (Arciola et al., 
2005d). In uno studio precedente Thomas analizzando 159 ceppi provenienti da due 
diverse regioni geografiche, rispettivamente 102 dal Regno Unito e 57 dalla Nuova 
Zelanda, ha osservato una differente prevalenza del gene cna nelle due regioni (67% nel 
Regno Unito e 44% nella Nuova Zelanda) (Thomas et al., 1999). In un altro studio 
condotto nel Regno Unito su 155 isolati clinici, Peacock ha evidenziato una prevalenza 
del cna del 52% (Peacock et al., 2002). Inoltre sempre Peacock, analizzando 29 isolati 
clinici provenienti da infezioni ortopediche associate all’impianto, ha descritto che il 
96,6% era fnbA+ e il 79,3% era fnbB+ (Peacock et al., 2000). Precedenti studi condotti 
nel Nord America hanno riportato una prevalenza del gene cna del 43% (Holderbaum et 
al., 1987), mentre, in Svezia, Ryding ha dimostrato una prevalenza del 57% negli isolati 
provenienti da pazienti affetti da endocarditi o batteriemia associata a infezione ossea o 
articolare (Ryding et al., 1997). Si ipotizza che queste variazioni nella prevalenza 
possano essere associate o alle specifiche regioni geografiche o, alternativamente, alle 
differenti tecniche metodologiche. La conoscenza dei tratti molecolari caratteristici dei 
cloni epidemici, causa delle infezioni associate all’impianto, è di fondamentale 
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1.4 PATOGENESI DELL’OSTEOMIELITE ASSOCIATA ALL’IMPIANTO 
Lo sviluppo degli impianti protesici è stato uno dei successi più importanti in campo 
medico del ventesimo secolo. Tuttavia nonostante i notevoli miglioramenti ottenuti 
nelle tecniche chirurgiche, l’impianto di dispositivi medici è strettamente associato ad 
un elevato rischio di infezioni batteriche (Moreillon et al., 2005). 
La patogenesi delle infezioni associate all’impianto presenta delle caratteristiche 
peculiari. Innanzitutto, a livello dell’interfaccia tessuto-materiale, si crea il cosiddetto 
locus minoris resistentiae in cui le cellule del sistema immunitario dell’ospite risultano 
essere inefficienti (Arciola et al., 2005a). In secondo luogo il materiale fornisce un 
supporto per l’ancoraggio del microrganismo e la conseguente formazione del biofilm 
(Costerton et al., 2005). Inoltre il materiale costituisce una protezione sia nelle nicchie 
superficiali sia nei pori più interni, ed infine offre i nutrienti che possono accelerare la 
crescita del patogeno (Beech et al., 2006); in particolare i materiali metallici sono in 
grado di rilasciare alcuni ioni utili al microrganismo per i processi metabolici. A livello 
dell’interfaccia tessuto-materiale si crea una “lotta per la superficie” che coinvolge le 
proteine della matrice extracellulare, le cellule dell’ospite (fibroblasti, osteoblasti, 
cellule endoteliali) e i batteri. Una volta impiantata nello specifico distretto anatomico, 
la superficie protesica acquisisce un sottile strato di proteine della matrice extracellulare 
(matrice condizionata) in seguito all’esposizione ai fluidi dell’ospite. La matrice 
extracellulare è uno strato biologicamente attivo costituito da un complesso insieme di 
macromolecole diverse, come la fibronectina, il fibrinogeno, l’albumina, la vitronectina 
e il collagene. L’adesione, la migrazione, la proliferazione e il differenziamento delle 
cellule dell’ospite sono fenomeni direttamente collegati alla composizione e 
all’organizzazione strutturale della circostante ECM. L’interazione tra le cellule ospiti e 
la matrice extracellulare è mediata da recettori specifici, le integrine, che consentono il 
legame tra il citoscheletro della cellula eucariotica e le proteine della ECM (Ruoslahti, 
1991). Ma la matrice extracellulare non fornisce solo un substrato per le cellule 
dell’ospite ma favorisce anche la colonizzazione da parte dei batteri. Infatti è stato 
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dimostrato che S. aureus è dotato di molte adesine di superficie (MSCRAMMs, 
Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) attraverso le 
quali è in grado di interagire con le proteine della ECM dell’ospite e con la superficie 
condizionata degli impianti (Patti et al., 1994). In questo modo S. aureus riesce ad 
aderire alla superficie dell’impianto colonizzandolo.  
L’adesione batterica e la conseguente colonizzazione dei tessuti dell’ospite 
rappresentano la fase più critica della patogenesi delle infezioni causate da S. aureus. Il 
fatto che l’osso rappresenti per S. aureus un bersaglio d’elezione è legato alla capacità 
del patogeno di aderire al tessuto osseo mediante alcuni recettori, le adesine, capaci di 
interagire con i componenti della matrice ossea, come ad esempio la fibronectina 
(Hermann et al., 1988), il collagene (Patti et al., 1993) e la sialoproteina ossea (Ryden et 
al., 1987), favorendo così il legame e il successivo ingresso nelle cellule ospiti. Le 
adesine di S. aureus giocano un ruolo importante in vari processi della patogenesi 
infettiva, come il tropismo, l’invasione, l’internalizzazione cellulare e, nei tessuti peri-
impianto, l’adesione batterica ai biomateriali ricoperti dalle proteine della matrice 
extracellulare (ECM) dell’ospite (Patti e Höök, 1994; Campoccia et al., 2009b). Una 
volta colonizzato il tessuto ospite, S. aureus, grazie al suo arsenale di fattori di 
virulenza, è in grado di innescare un’infezione ossea acuta. 
La patogenesi delle osteomieliti associate all’impianto si basa su due concetti 
fondamentali: l’internalizzazione del patogeno all’interno degli osteoblasti (Arciola et 
al., 2012b) e la capacità dei batteri di formare il biofilm (Costerton et al., 1999; 
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1.5 INTERNALIZZAZIONE 
L’ingresso di un patogeno nelle cellule eucariotiche gioca un ruolo importante nella 
comprensione della patogenesi delle malattie infettive a livello cellulare; questo 
processo è noto come invasione batterica (Finlay and Cossart, 1997). L’invasione di 
cellule eucariotiche ospiti da parte di un patogeno rappresenta un meccanismo molto 
efficace che previene l’eliminazione del batterio e allo stesso tempo sostiene l’infezione 
(Kubica et al., 2008). L’internalizzazione pertanto rappresenta per il batterio un’ottima 
strategia per eludere la sorveglianza immunologica messa in atto dall’ospite e la terapia 
antibiotica, favorendo in questo modo la persistenza del microrganismo nell’ospite 
(Hauck and Ohlsen, 2006). L’internalizzazione contribuisce alla persistenza 
intracellulare del batterio e sembra essere un aspetto fondamentale del processo 
infettivo, infatti i batteri intracellulari rappresentano un reservoir di S. aureus che spiega 
gli episodi ricorrenti di osteomielite cronica (Sinha and Fraunholz, 2010; Tuchscherr et 
al., 2010). Sebbene per molto tempo S. aureus sia stato considerato un patogeno 
extracellulare, recenti studi hanno evidenziato la capacità del patogeno di invadere 
fagociti non professionali come le cellule epiteliali ed endoteliali, i fibroblasti, gli 
osteoblasti e i cheratinociti (Jevon et al., 1999; Massey et al., 2001; Agerer et al., 2003; 
Kintarak et al., 2004; Testoni et al., 2011). L’invasione delle cellule eucariotiche è stata 
osservata non solo per S. aureus ma anche per Staphylococus epidermidis (Khalil et al., 
2007; Hirschhausen et al., 2010; Valour et al., 2013), Staphylococcus lugdunensis 





La capacità di S. aureus di sopravvivere all’interno delle cellule eucariotiche può 
spiegare parecchi aspetti delle infezioni stafilococciche croniche, come ad esempio 
l’osteomielite cronica caratterizzata da episodi ricorrenti (Lowy, 1998). Le infezioni 
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stafilococciche sono associate alla morte del tessuto infettato e le evidenze sperimentali 
dimostrano l’induzione dell’apoptosi cellulare mediata dai batteri intracellulari. Infatti è 
stata documentata l’apoptosi indotta da S. aureus di osteoblasti (Tucker et al., 2000), 
cheratinociti (Nuzzo et al., 2000), cellule epiteliali (Wesson et al., 2000) ed endoteliali 
(Menzies and Kourteva, 2000). Wesson e i suoi collaboratori hanno dimostrato che i 
protagonisti dell’apoptosi mediata da S. aureus sono le caspasi 8 e 3 della cellula 
infettata (Wesson et al., 2000).  
Il coinvolgimento della caspasi 8 è supportato dall’evidenza che S. aureus induce 
l’espressione negli osteoblasti infettati del ligando TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand) (Alexander et al., 2001). TRAIL è un membro della superfamiglia del 
TNF (tumor necrosis factor) che, in seguito al legame con il recettore contenente il 
dominio di morte, induce l’attivazione della caspasi 8, preludio della conseguente 
apoptosi (Ashkenazi e Dixit, 1998). Inoltre S. aureus induce l’attivazione degli 
osteoclasti favorendo il “sequestro” del regolatore negativo dell’osteoclastogenenesi, 
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Figura 3: Conseguenze dell’internalizzazione di S. aureus all’interno degli 
osteoblasti (Montanaro et al., 2011a). 
 
 
L’osteomielite è una patologia infettiva dell’osso caratterizzata da una progressiva 
distruzione infiammatoria del tessuto osseo (Sax and Lew, 1999); il rimodellamento 
dell’osso richiede un equilibrio continuo e coordinato tra la sintesi ossea, mediata dagli 
osteoblasti, e il riassorbimento osseo operato dagli osteoclasti (Akatsu et al., 1991; 
Kobayashi et al., 2005).  
Gli osteoblasti producono anche fattori che modulano la formazione e l’attività degli 
osteoclasti, come il ligando del recettore attivante dell’NF-kB (RANK-L). L’interazione 
tra RANK-L sulla superficie degli osteoblasti e RANK sulla superficie degli osteoclasti, 
stimola il differenziamento di questi ultimi e la loro successiva attivazione (Wada et al., 
2006). Un incremento nella produzione di RANK-L da parte degli osteoblasti può 
ulteriormente portare al differenziamento e all’attivazione degli osteoclasti, che può 
potenziare la distruzione ossea (Somayaji et al., 2008). I patogeni batterici possono, 
direttamente o indirettamente, stimolare l’osteoclastogenesi, che incrementa il 
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riassorbimento osseo, favorendo la distruzione ossea (Meghji et al., 1998). Montonen e i 
suoi collaboratori hanno evidenziato elevati livelli di RANK-L nelle lesioni ossee di 
osteomielite mandibolare (Montonen et al., 2006); mentre Alexander ed i suoi 
collaboratori hanno osservato un incremento dell’espressione di TRAIL sulla superficie 
degli osteoblasti infettati con S. aureus (Alexander et al., 2001). L’osteoprotegerina 
(OPG) è un regolatore negativo dell’osteoclastogenesi ed è prodotto e secreto dagli 
osteoblasti (Simonet et al., 1997). L’OPG lega sia TRAIL che RANK-L, di 
conseguenza questa competizione può limitare la quantità di OPG disponibile per 
bloccare l’interazione tra RANK-L e RANK durante l’infezione degli osteoblasti da 
parte di S. aureus (Somayaji et al., 2008). Recentemente Claro e i suoi collaboratori 
hanno dimostrato che, l’interazione tra la proteina batterica SpA e TNFR-1 sulla 
superficie degli osteoblasti responsabile di un emergente meccanismo di 
internalizzazione di S. aureus, è associata ad un aumento considerevole dell’espressione 
di RANK-L. Inoltre il legame tra SpA e TNFR-1 scatena una serie di segnali multipli a 
livello cellulare che comportano l’inibizione della mineralizzazione e della 
proliferazione degli osteoblasti, l’induzione dell’apoptosi degli osteoblasti mediata dalla 
caspasi 3 e il rilascio di mediatori capaci di indurre il riassorbimento osseo attivando 
l’osteoclastogenesi (Figura 4) (Claro et al., 2011).  
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Figura 4: Modello di interazione tra gli osteoblasti e S. aureus (Claro et al., 2011). 
 
 
È evidente pertanto che i batteri possono indurre l’osteolisi attraverso diversi 
meccanismi, come la produzione di acidi o proteasi o, indirettamente, stimolando 
l’osteoclastogenesi. Molti studi hanno dimostrato che le proteine stafilococciche di 
superficie hanno un potente effetto osteolitico (Nair et al., 1995; Nair et al., 1997; Megji 
et al., 1997). Gli osteoblasti tuttavia possono produrre citochine come IL-1 (Li et al., 
1991; Pivirotto et al., 1995) , IL-6 (Li et al., 1991; Lowik et al., 1989; Ishimi et al., 
1990; Littlewood-Evans et al., 1997), TNF-α (Littlewood-Evans et al., 1997) e IL-18 
(Udagawa et al., 1997), tutte in grado di modulare l’attività degli osteoclasti. Bost e i 
suoi collaboratori (Bost et al., 1999) hanno dimostrato che gli osteoblasti infettati con S. 
aureus producono elevati livelli di IL-6 in grado di modulare l’attività degli osteoclasti 
direttamente o indirettamente (Kaneda et al., 2000; Suda et al., 2004). Inoltre è stato 
osservato che l’IL-6 prodotta dagli osteoblasti infettati induce l’espressione della 
ciclossigenasi 2 (COX-2) e di conseguenza delle prostaglandine E2 (PGE2) in grado di 
favorire l’espressione di RANK-L a livello degli osteoblasti e quindi di promuovere il 
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riassorbimento osseo (Somayaji et al., 2008). Queste citochine non hanno solo una 
funzione osteolitica ma giocano anche un ruolo importante nella regolazione delle 
risposte immunitarie. Gli osteoblasti infettati con S. aureus sono in grado di produrre, 
nel sito dell’infezione ossea, vari fattori di crescita, come il fattore di crescita dei 
granulociti e dei macrofagi (GM-CSF) (Modrowski et al., 1997), il fattore di crescita dei 
granulocit (G-CSF) (Takamatsu Y, et al., 1998) e il fattore di crescita dei macrofagi (M-
CSF) (Weir et al., 1993). È stato dimostrato che il M-CSF (Kodama et al., 1991) e il G-
CSF (Takamatsu Y, et al., 1998) sono in grado di favorire l’osteoclastogenesi 
promuovendo il riassorbimento osseo, mentre il GM-CSF è coinvolto nel 
differenziamento iniziale degli osteoclasti (Liggett et al., 1993). Inoltre questi fattori di 
crescita prendono parte allo sviluppo della risposta infiammatoria alle infezioni da S. 
aureus (Frenck et al., 1990; Dale et al., 1995).   
 
 
MECCANISMI DI INTERNALIZZAZIONE NEI FAGOCITI NON 
PROFESSIONALI 
L'adesione batterica alle cellule ospiti rappresenta il prerequisito per la successiva 
internalizzazione. Le adesine stafilococciche possono essere suddivise in due classi 
differenti: la famiglia delle MSCRAMMs e la famiglia delle autolisine/adesine. Le 
MSCRAMMs sono proteine poste sulla superficie batterica, note anche con il termine di 
adesine, in grado di legare componenti della matrice extracellulare dell'ospite come ad 
esempio la fibronectina, il fibrinogeno, il collagene (Hirschhausen et al., 2010). Una 
volta impiantata nello specifico distretto anatomico, la superficie protesica acquisisce un 
sottile film di ECM condizionata (Baier et al., 1984); pertanto la ECM non solo 
rappresenta un substrato per le cellule ospiti ma favorisce anche la colonizzazione 
protesica operata dai batteri (Patti and Hook, 1994; Francois et al., 1996). Le 
autolisine/adesine sono proteine dotate di attività adesiva ed enzimatica (idrolisi del 
peptidoglicano) (Hirschhausen et al., 2010); a questo gruppo appartengono l’Atl di S. 
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aureus (Foster, 1995), l’AtlE di S. epidermidis (Heilmann et al., 1997) e l’AtlL di S. 
lugdunensis (Bourgeois et al., 2009).  
I meccanismi molecolari alla base dell'internalizzazione dei batteri nei fagociti non 
professionali sono altamente specifici e oggetto di numerose e continue investigazioni. 
Di seguito vengono descritte le principali strategie invasive dei batteri maggiormente 
implicati nelle osteomieliti.  
Staphylococcus aureus 
S. aureus è senza dubbio uno tra i patogeni più rappresentativi e più difficili da 
eradicare. S. aureus è una delle principali cause di osteomieliti croniche associate agli 
impianti protesici (Lentino, 2003). Le adesine di S. aureus sono ancorate alla parete 
cellulare mediante il motivo LPXTG o alternativamente, in seguito alla loro secrezione, 
si legano alla superficie mediante interazioni non covalenti. Le principali MSCRAMMs 
di S. aureus, come ad esempio le proteine che legano la fibronectina (FnBPs), l’adesina 
che lega il collagene (Cna) e il clumping factor A (ClfA) sono state ben caratterizzate e 
si ritiene che siano coinvolte nelle fasi iniziale di adesione al tessuto ospite (McDevitt et 
al., 1994; Patti et al., 1994; Hauck anf Ohlsen, 2006; Foster and Hook, 1998; Arciola et 
al., 2011b). Le proteine SERAM (SERAMs, Secreted Expanded-Repertoire Adhesive 
Molecules), come la proteina di adesione extracellulare (Eap), la proteina che lega la 
matrice extracellulare (Emp) e la proteina che lega il fibrinogeno extracellulare (Efb), 
giocano un ruolo importante nell'avvio della malattia (Palma et al., 1999; Hussain et al., 
2001a; Lee et al., 2004). La capacità di S. aureus di penetrare all'interno dei fagociti non 
professionali è uno dei principali fattori patogenetici alla base delle infezioni persistenti 
e recidivanti. Sebbene ultimamente siano stati descritti vari eventi molecolari che 
determinano l'ingresso di S. aureus nelle cellule ospiti (Figura 5), per molto tempo si è 
ritenuto che il meccanismo esclusivo di internalizzazione coinvolgesse le proteine che 
legano la fibronectina, FnBPA e FnBPB: l'interazione tra le FnBPs batteriche e 
l'integrina α5β1 cellulare, mediata da una molecola ponte, la fibronectina della ECM, 
determina l'ingresso actina-dipendente di S. aureus nella cellula ospite mediante 
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vescicole fagocitiche. Le integrine pertanto fungono da recettori cellulari coinvolti nella 
trasduzione del segnale che porta ai riarrangiamenti del citoscheletro necessari per 
l'internalizzazione batterica (Sinha et al., 1999; Fowler et al., 2000; Schwarz-Linek et 
al., 2004). Le FnBPs possono anche legare la heat shock protein 60 (Hsp60) che può 
agire come un co-recettore nell'ingresso di S. aureus mediato da FnBP (Dziewanowska 
et al., 2000). L'importanza delle FnBPs nel processo di internalizzazione di S. aureus è 
stata ampiamente dimostrata in letteratura (Sinha et al., 2000; Ahmed et al., 2001; 
Edwards et al., 2010; Testoni et al., 2011) ed è enfatizzata dalla diffusa prevalenza delle 
FnBPs tra gli isolati clinici (Peacock et al., 2000; Arciola et al., 2005d). 
Successivamente Hussain e i suoi colleghi hanno dimostrato l’importante ruolo che la 
Eap svolge nell’adesione di S. aureus alle cellule eucariotiche (Hussain et al., 2008).  
Un meccanismo alternativo di ingresso di S. aureus nei fagociti non professionali 
coinvolge l'autolisina/adesina Atl e la Hsc70 come recettore della cellula ospite 
(Hirschhausen et al., 2010). In uno studio molto recente è stata dimostrata l'importanza 
dell'interazione tra SpA di S. aureus e TNFR-1 sulla superficie degli osteoblasti 
nell'adesione di S. aureus alle cellule ospiti (Figura 4) (Claro et al., 2011). Infine, Pls 
(plasmin sensitive) è una MRSA proteina di superficie la cui espressione è associata ad 
una diminuzione della capacità invasiva degli isolati MRSA (Juuti et al., 2004; Hussain 
et al., 2009).  
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Figura 5: Modelli di internalizzazione di S. aureus in fagociti non professionali 




Staphylococcus epidermidis è un saprofita della cute che raramente causa infezioni 
patologiche nei soggetti sani. Nonostante ciò, è uno dei più frequenti stafilococchi 
coagulasi-negativi isolati da pazienti con osteomieliti croniche e con infezioni associate 
agli impianti (De Wit et al., 1993; Galdbart et al., 1999; Carek et al., 2001). Sebbene    
S. epidermidis possieda molte adesine associate alla parete cellulare in grado di 
interagire con le proteine della matrice extracellulare, ci sono ancora poche 
informazioni circa i meccanismi alla base dell'internalizzazione di S. epidermidis nei 
fagociti non professionali. Le principali MSCRAMMs di S. epidermidis capaci di 
mediare l'adesione alla ECM e caratterizzate a livello C-terminale dal motivo LPXTG, 
sono le proteine Sdr (serine-aspartate repeat), come SdrF (Arrecubieta et al., 2007) che 
media l’adesione al collagene di tipo I e SdrG (Ponnuraj et al., 2003) che promuove 
l’adesione al fibrinogeno, Bap (Cuccarella et al., 2001) e la proteina associata 
all’accumulo Aap (Hussain et al., 1997). Inoltre S. epidermidis esprime una varietà di 
proteine non-LPXTG, come l’autolisina AtlE (Heilmann et al., 1997), capace di legare 
la vitronectina e Aae (Heilmann et al., 2003; Rupp et al., 2001) che media l’adesione 
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alla vitronectina e alla catena β del fibrinogeno. La proteina Ebp (Park et al., 1996), la 
lipasi extracellulare (Bowden et al., 2002) e la proteina Embp (Williams et al., 2002), 
promuovono l’adesione, rispettivamente, all’elastina, al collagene e alla fibronectina. 
Inoltre è stato dimostrato che l'acido teicoico è in grado di legare la fibronectina 
(Hussain et al., 2001b), mentre il polisaccaride PIA promuove l'adesione alla plastica 
dei cateteri (Tojo et al., 1988). Partendo dall'evidenza sperimentale secondo la quale S. 
epidermidis è in grado di legare la fibronectina (Arciola et al., 2003; Williams et al., 
2002), inizialmente si pensava che il meccanismo alla base dell'ingresso di S. 
epidermidis nei fagociti non professionali fosse simile a quello osservato in S. aureus 
mediato da FnBP. Tuttavia Khalil e i suoi collaboratori hanno dimostrato che 
l’internalizzazione degli osteoblasti operata da S. epidermidis non coinvolge 
l’interazione tra la fibronectina e l’integrina α5β1 (Khalil et al., 2007). Tuttavia in uno 
studio più recente è stato dimostrato che l'internalizzazione di S. epidermidis coinvolge 
l’autolisina AtlE e il recettore cellulare Hsc70 (Hirschhausen et al., 2010). L’invasione 
mediata dalle autolisine/adesine rappresenta il meccanismo predominante, o forse 
l'unico, coinvolto nell'internalizzazione di S. epidermidis in fagociti non professionali. 
Tuttavia essendo stato dimostrato anche in S. aureus un’invasione Atl-dipendente, tale 
meccanismo potrebbe rappresentare un meccanismo di internalizzazione universale per 
gli stafilococchi (Hirschhausen et al., 2010). 
Staphylococcus lugdunensis 
Staphylococcus lugdunensis è uno stafilococco coagulasi-negativo (CNS) descritto per 
la prima volta da Freney nel 1988 (Freney et al., 1988). Gli stafilococchi coagulasi-
negativi, spesso saprofiti della pelle, storicamente sono stati considerati innocui o 
raramente patogeni opportunisti, con una bassa virulenza (Huebner and Goldmann, 
1999). Tuttavia l’importanza dei CNS come patogeni, con particolare interesse per le 
infezioni associate ai dispositivi medici, sta diventando considerevole (Diekema et al., 
2001; Frank et al., 2008); infatti S. lugdunensis rappresenta una frequente causa di 
infezioni ossee associate ad impianti (Frank et al., 2008; Klotchko et al., 2011). Sebbene 
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precedentemente sia stato descritto come un “lupo travestito da pecora”, S. lugdunensis 
si sta rivelando un patogeno formidabile dotato di un potenziale patogenetico simile a 
quello di S. aureus. S. lugdunensis possiede un arsenale di proteine di superficie 
responsabili dell’adesione a vari tipi di cellule ospiti e a diversi dispositive medici 
(Frank et al., 2008). Le principali adesine di S. lugdunensis descritte sono: la proteina 
che lega il fibrinogeno (Fbl), la proteina che lega il fattore di von Willebrand (Vwbl) e 
l’autolisina/adesina AtlL in grado di interagire con varie proteine della matrice 
extracellulare come la fibronectina, il fibrinogeno e la vitronectina. Le regioni N2 e N3 
di Fbl mostrano una elevate similarità con il ClfA di S. aureus (Mitchell et al., 2004; 
Geoghegan et al., 2010a), mentre Vwbl è omologa a SpA (Donvito et al., 1997). E’ stata 
dimostrata la capacità di S. lugdunensis di invadere le cellule endoteliali ed epiteliali, 
tuttavia non è ancora chiaro il meccanismo di internalizzazione del batterio (Szabados et 
al., 2011; Hussain et al., 2014). Tuttavia sebbene sia stato escluso il coinvolgimento di 
Fbl nell’invasione delle cellule ospiti da parte di S. lugdunensis (Szabados et al., 2011), 
sembra che AtlL giochi un ruolo chiave nell’ingresso di S. lugdunensis nelle cellule 
endoteliali (Hussain et al., 2014).   
Enterococcus faecalis 
Enterococcus faecalis è un batterio gram-positivo normalmente commensale 
dell’intestino umano, tuttavia l’attenzione verso le infezioni causate da enterococchi è 
aumentata da quando essi rappresentano la quarta causa di infezioni nosocomiali negli 
Stati Uniti (Emori e Gaynes, 1993). Infezioni cliniche importanti causate da E. faecalis 
comprendono la batteriemia, le endocarditi batteriche, le infezioni del tratto urinario e le 
osteomieliti (Kayser, 2003; Fraimow, 2009). Enterococcus faecalis è inoltre al quarto 
posto fra gli agenti etiologici di infezioni ortopediche associate all’impianto, subito 
dopo S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa, ed è un abile formatore di biofilm 
(Arciola et. al., 2007; Arciola et al., 2008). La diffusione di ceppi di E. faecalis 
resistenti agli aminoglicosidi e alla vancomicina rappresenta un importante problema 
per il trattamento delle infezioni sostenute da questo microrganismo. I meccanismi 
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molecolari alla base delle infezioni causate da E. faecalis sono stati fin’ora poco 
investigati, tuttavia è stata dimostrata la capacità di tale batterio di invadere le cellule 
eucariotiche (Wells et al., 2000; Bertuccini et al., 2002): l’interazione tra le adesine 
batteriche e particolari recettori cellulari scatena una serie di riarrangiamenti cellulari 
che portano all’internalizzazione di E. faecalis (Hendrickx et al., 2009). L’adesina AS 
(AS, Aggregation Substance) rappresenta un fattore di virulenza coinvolto nell’adesione 
e nella colonizzazione endoteliale da parte di E. faecalis (Kreft et al., 1992): AS 
contiene 2 motivi Arg-Gly-Asp in grado di interagire con le integrine cellulari 
(Ruoslahti e Pierschbacher, 1987). Asc10 è una adesina coinvolta nel processo di 
internalizzazione di E. faecalis all’interno delle cellule epiteliali (Wells et al., 2000; 
Bertuccini et al., 2002), tuttavia non sembra giocare un ruolo cruciale nell’invasione 
delle cellule endoteliali (Millán et al., 2013). Queste adesine tuttavia sono coinvolte 





La crescita batterica è rappresentata da due distinte modalità di comportamento: la 
prima è la classica forma planctonica, la seconda è lo stato aggregato o sessile, 
comunemente chiamato con il termine biofilm. Il biofilm batterico è definito come una 
comunità strutturata di microrganismi, racchiusi in una matrice polimerica prodotta 
autonomamente ed adesa ad una superficie inerte o vivente (Costerton et al., 1999).  
La prima evidenza di biofilm risale al 1684 quando Antonie van Leeuwenhoek descrisse 
gli “animali” presenti nella placca dentaria (van Leeuwenhoek, 1684). Successivamente, 
nel 1977, Høiby osservò aggregati di Pseudomonas aeruginosa nei polmoni di pazienti 
affetti da fibrosi cistica. Nel 1978 Costerton evidenziò la presenza di batteri adesi ad 
una superficie e racchiusi in un “glicocalice” (matrice) (Costerton et al., 1978) e nel 
1981 egli impiegò per la prima volta il termine biofilm per descrivere questo fenomeno 
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(McCoy et al., 1981). Successivamente Costerton reinterpretò il concetto parlando di 
una crescita batterica racchiusa in una matrice (Costerton et al., 1987; Ehrlich and 
Arciola, 2012). La formazione del biofilm è un processo di sviluppo estremamente 
regolato dal “quorum sensing” che coinvolge segnali cellula-cellula regolando e 
coordinando la crescita e il comportamento cellulare (O’Toole et al., 2000). Secondo gli 
Istituti Nazionali di Sanità il biofilm ha serie implicazioni mediche in quanto più 
dell’80% delle infezioni umane sono sostenute proprio dal biofilm (Lewis, 2001). 
Inoltre i batteri imbrigliati nella matrice polimerica del biofilm risultano essere resistenti 
agli antibiotici, ai disinfettanti, alla fagocitosi e ad altri componenti dell’immunità 
innata e acquisita, rendendo di conseguenza le infezioni ad essi associate difficili da 
eradicare (Stewart e Costerton, 2001). In base alla specie batterica, all’isolato clinico e 
alle condizioni ambientali, la matrice polimerica del biofilm può essere costituita da 
sostanze di varia natura chimica, come l’esopolisaccaride, le proteine, gli acidi teicoici e 
il DNA extracellulare (eDNA). Una grande varietà di dispositivi medici può essere 
colonizzata dal biofilm batterico, come cateteri, pacemaker, valvole cardiache artificiali 
ed impianti ortopedici, inoltre il biofilm può essere associato a varie malattie umane, 
come le endocarditi, le ferite da ustioni, le otiti e la fibrosi cistica (Costerton et al., 
1999). 
La stragrande maggioranza delle infezioni associate all’impianto sono di natura 
stafilococcica e sono caratterizzate dalla formazione del biofilm, infatti nella lista degli 
agenti eziologici le prime due posizioni sono occupate da S. aureus e S. epidermidis, 
seguiti da varie specie di stafilococchi coagulasi-negativi tra cui S. lugdunensis. Lo 
sviluppo del biofilm stafilococcico è un processo multifattoriale e multifasico che 
prevede quattro passaggi fondamentali: l’attacco, l’aggregazione cellulare, la 
maturazione e la diffusione (Figura 6) (Arciola et al., 2012a). 
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Figura 6: Fasi di formazione del biofilm stafilococcico (Figura modificata da Arciola 
et al., 2012a). 
 
 
L’iniziale adesione al tessuto ospite o all’impianto protesico è mediata da interazioni 
non specifiche ed è guidata da differenti forze di natura idrofobica, elettrostatica e di 
Lifshitz-Van der Waals. In questa fase i batteri sono assorbiti passivamente sulla 
superficie del materiale (Legeay et al., 2006). L’adesione iniziale è mediata anche da 
proteine specifiche, le autolisine: queste proteine sono associate alla superficie batterica 
attraverso interazioni ioniche o idrofobiche ed hanno una duplice funzione: enzimatica 
(in quanto fanno parte delle peptidoglicano idrolasi) ed adesiva (Heilmann et al., 1997).  
L’autolisina/adesina AtlE è una proteina di 148 kDa e media l’adesione di S. 
epidermidis al polistirene. S. aureus è caratterizzato dall’autolisina/adesina AtlA, una 
proteina di 137 kDa con una elevata omologia ad AtlE, che media l’attacco alle 
superfici di plastica promuovendo il rilascio di DNA da parte delle cellule batteriche  
(Foster, 1995; Houston et al., 2011); in S. aureus l’adesione alle superficie condizionate 
	   28	  
dalle proteine plasmatiche dell’ospite è favorita dal clumping factor A (ClfA) e dalle 
proteine che legano la fibronectina (FnBPs) (Vaudaux et al., 1995). La fase di accumulo 
e aggregazione in strati batterici multipli è un processo attivo mediato dalle 
MSCRAMMs e dalla adesione intercellulare (Patti et al., 1994; Speziale et al., 2009). 
Durante questa fase si osserva una progressiva colonizzazione della superficie da parte 
del biofilm. La successiva fase di maturazione è caratterizzata dall’aggregazione 
intercellulare e dalla crescita del biofilm. Responsabile dell’aggregazione sono 
l’esopolisaccaride PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin) (Heilmann et al., 1996) 
la cui espressione è mediata dai geni icaADBC e varie proteine di superficie, come Bap 
(Cucarella et al., 2001), SasG (Geoghegan et al., 2010b), SasC (Schroeder et al., 2009), 
SpA (Merino et al., 2009), FnBPs (O’Neill et al., 2008; Geoghegan et al., 2013) per S. 
aureus, Aap (Rohde et al., 2005; Banner et al., 2007) e SesC per S. epidermidis 
(Shahrooei et al., 2009).  
Nella maggior parte degli stafilococchi la principale molecola responsabile 
dell’aggregazione intercellulare è l’esopolisaccaride PIA la cui sintesi è mediata dal 
locus di adesione intercellulare (icaADCB). PIA è costituito da residui di N-
acetilglucosammina uniti da legami β-1-6, parzialmente deacetilati che insieme ad altri 
polimeri come l’acido teicoico e le proteine, costituiscono la matrice del biofilm 
stafilococcico (Figura 7) (Otto, 2008). 
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Figura 7: Esopolisaccaride PIA. A: rappresentazione al microscopio elettronico; B: 
rappresentazione biochimica (Figura modificata da Otto, 2008). 
 
 
La deacetilazione dei residui di N-acetilglucosammina ha una grande importanza 
biologica, in quanto è responsabile dell’introduzione di una carica positiva nella 
molecola di per sé neutra liberando quindi i gruppi amminici (Vuong et al, 2004a). 
Essendo la superficie batterica carica negativamente, si pensa che PIA agisca come una 
sorta di cemento che lega le cellule attraverso interazioni di tipo elettrostatico 
 
Il locus ica è stato scoperto inizialmente in S. epidermidis (Heilmann et al., 1996), 
successivamente è stato osservato anche in S. aureus ed in altre specie stafilococciche. 
L’operone icaADCB è costituito da quattro “open reading frames”, icaA, icaD, icaB ed 
icaC (Rohde et al., 2006). Un quinto gene, icaR, trascritto in maniera divergente e 
localizzato a monte del codone di inizio di icaA, è responsabile della trascrizione di 
icaADBC (Figura 8). 
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Figura 8: Rappresentazione dell’operone icaADBC in S. epidermidis (O’Gara e 
Humpreyes, 2001).  
 
 
icaD è localizzato tra icaA ed icaB, sovrapponendosi ad entrambi i geni. Durante la 
sintesi di PIA, IcaA è responsabile dell’attività N-acetilglucosaminotransferasica e 
necessita della presenza di icaD per espletare la sua funzione (Gerke et al., 1998). IcaB 
è una deacetilasi responsabile della deacetilazione della poli-N-acetilglucosammina 
(Vuong et al., 2004b). IcaC è una proteina transmembrana coinvolta 
nell’esternalizzazione, elongazione e traslocazione a livello della superficie cellulare del 
polisaccaride in crescita ed inoltre è necessaria per la produzione della molecola PIA 
(Rohde et al, 2006). È stato dimostrato che i geni del locus ica sono o tutti 
congiuntamente presenti o tutti assenti e che fenomeni di variazione di fase nella 
produzione del biofilm non sono attribuibili a delezione di singoli geni (Arciola et. al., 
2004; Arciola et. al, 2005e). 
In S. lugdunensis, nonostante la presenza di geni ortologhi a icaADBC, PIA non 
rappresenta il principale componente della matrice del biofilm, che piuttosto risulta 
essere costituita da proteine (Ravaioli et al., 2012). 
 
Il biofilm maturo è caratterizzato da una specifica struttura tridimensionale che consiste 
di “torri” o “funghi”. All’interno di ciascuna torre scorrono canali pieni di fluidi che 
hanno il ruolo di portare i nutrienti alle cellule presenti negli strati più profondi del 
biofilm. Il finale distacco del biofilm è cruciale per la disseminazione batterica e 
conseguente colonizzazione di altri siti. Molti sono i fattori che contribuiscono al 
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distacco del biofilm tra cui le forze meccaniche, la cessazione della produzione di PIA 
ed alcuni fattori in senso stretto come gli enzimi che distruggono la matrice (Otto, 
2008). 
È stato dimostrato che PIA non è sempre necessario per la formazione del biofilm, 
infatti la matrice extracellulare del biofilm può essere prodotta anche attraverso un 
processo PIA-indipendente (O’ Gara, 2007) mediato da varie proteine adesive (Figura 
9) (Arciola et al., 2012a). 
 
Figura 9: Proteine stafilococciche coinvolte nella formazione del biofilm (Arciola et 
al., 2012a). 
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Questo meccanismo alternativo di sintesi del biofilm si basa sulla capacità di S. aureus 
di esprimere una grande varietà di proteine di adesione che consentono alla cellule di 
aderire e colonizzare differenti superfici. Queste proteine, la maggior parte delle quali 
sono ancorate alla parete batterica di S. aureus, tengono insieme le cellule nel biofilm, 
probabilmente interagendo con altre proteine di superficie delle cellule vicine. Bap 
(Biofilm-Associated Protein) è una proteina di 2276 amminoacidi costituita da una 
sequenza segnale N-terminale, formata da due domini A e B la cui funzione è ancora 
sconosciuta, dal dominio C composto da 16 ripetizioni di 86 amminoacidi ciascuna 
contenente il motivo LPXTG e da una regione transmembrana (WM) (Cucarella et al., 
2001). Il gene bap è stato osservato nel genoma di vari stafilococchi coagulasi-negativi 
tra cui S. epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus, S. simulans e S. hyicus (Tormo et al., 
2005). Per quanto riguarda S. aureus, il gene bap è stato trovato solo nei ceppi isolati da 
mastite bovina e in nessun isolato associato ad infezioni umane. In uno studio condotto 
nel 2009 in tre ospedali in Brasile il gene bap è stato riscontrato in soli 10 stafilococchi 
coagulasi-negativi isolati da infezioni umane nosocomiali (Potter et al., 2009), perciò il 
ruolo di Bap nelle infezioni stafilococciche umane sembra essere limitato agli 
stafilococchi coagulasi-negativi. La proteina di superficie SasG è in grado di 
promuovere la formazione di biofilm in S. aureus. Essa è costituita da un dominio N-
terminale A e da domini B ripetuti. SasG esplica la sua funzione durante la fase di 
aggregazione quando, in presenza di concentrazioni fisiologiche di Zn2+, la 
dimerizzazione dei domini B esposti determina le interazioni cellula-cellula (Geoghegan 
et al., 2010b). Recentemente in uno studio condotto su isolati di S. aureus meticillino-
resistenti (MRSA) è stato osservato che, in presenza di glucosio, anche le proteine che 
legano la fibronectina, FnBPA e FnBPB, sono associate alla formazione del biofilm 
(O’Neill et al., 2008). SasC è implicata nella patogenesi infettiva di S. aureus durante la 
fase iniziale di colonizzazione (Schroeder et al., 2009). Aap è una proteina di 220 kDa 
associata all’accumulo del biofilm in S. epidermidis; la proteina, per poter partecipare 
alla formazione del biofilm, deve subire un taglio proteolitico che ne determina una 
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dimensione di 140 kDa (Rohde et al., 2005). Aap contiene una regione B ripetuta i cui 
elementi ripetuti, chiamati domini G5, sono in numero variabile tra 5 e 17. L’adesione 
intercellulare deriva dall’interazione tra diverse molecole di Aap (Conrady et al., 2008). 
Recentemente è stato descritto in S. epidermidis un ulteriore meccanismo di formazione 
del biofilm PIA-indipendente che coinvolge la proteina Embp. Embp, una proteina di 
superficie di 1MDa in grado di legare la fibronectina (Christner et al., 2010), riveste un 
ruolo rilevante nella patogenesi delle infezioni protesiche (Rohde et al., 2007).  
 
La matrice polimerica del biofilm è ricca anche di DNA extracellulare (eDNA) che 
prende parte sia alla fase iniziale di adesione che nella successiva aggregazione 
intercellulare. Il eDNA deriva dalla lisi delle cellule batteriche ed è necessario per lo 
sviluppo del biofilm (Houston et al., 2011; Montanaro et. al., 2011c). 
 
Nel genere stafilococcico il meccanismo di “quorum sensing” basato sul gene agr 
(Accessory Gene regulator) controlla l’espressione dei fattori di virulenza e la 
formazione del biofilm attraverso la comunicazione tra cellule batteriche. Questo 
sistema si basa su un modulo a due compartimenti, chiamato agr locus, che in base alla 
densità batterica e attraverso la secrezione di una piccola molecola peptidica auto-
inducente (AIP), determina la risposta della popolazione batterica quando viene 
raggiunta una densità cellulare critica. Questi auto-induttori infatti, se accumulati a certi 
livelli soglia, attivano il sistema inducendo la trascrizione di geni bersaglio, tra cui i 
fattori di virulenza (Janzon et al., 1989). Il locus agr consta di 2 operoni rispettivamente 
sotto il controllo del promotore P2 e P3. L’operone P2 è costitutito da 4 geni agrBDCA, 
che nel complesso fungono da sensore, mentre l’operone P3, trascritto nella direzione 
opposta, codifica per una molecola effetrice del sistema agr (RNAIII), che contiene il 
gene hld responsabile della produzione della δ-tossina. Quando la densità batterica 
supera un certo valore soglia tali geni agiscono a livello del promotore P3 favorendo da 
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una parte l’espressione dei geni che codificano per le proteine di secrezione e dall’altra 





Il sistema immunitario innato rappresenta la prima, rapida linea di difesa contro le 
aggressioni, infatti questi meccanismi di difesa aspecifici sono in grado di limitare la 
diffusione di malattie infettive, riconoscendo ed eliminando i patogeni (Fournier and 
Philpott, 2005). I fagociti professionali, come i neutrofili, i macrofagi e le cellule 
dendritiche, sono le prime cellule dell’immunità innata ad essere reclutate nel sito di 
infezione in quanto capaci di eliminare i microrganismi direttamente attraverso 
un’efficiente fagocitosi o indirettamente mediante la produzione ed il rilascio di 
citochine e chemochine pro-infiammatorie. L’immunità innata stimola quindi la risposta 
immunitaria specifica, più potente e mirata per ciascun patogeno. Le cellule 
dell’immunità innata sono dotate di vari recettori, chiamati PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Patterns) (Fournier and Philpott, 2005; Pietrocola et al., 2011). 
Una fagocitosi efficiente prevede la chemotassi, l’adesione cellulare al microrganismo, 
l’ingestione, l’uccisione e la digestione (Verhoef, 1991). Se questo processo è 
compromesso, vi è un elevato rischio che il patogeno persista causando, di conseguenza, 
lo sviluppo dell’infezione (Zimmerli et al., 1991).  
La formazione del biofilm batterico sulla superficie degli impianti rappresenta una 
strategia straordinaria che protegge il patogeno dalle terapie antibiotiche e dai 
meccanismi di difesa messi in atto dall’ospite (Costerton et al., 2005). Vari studi hanno 
infatti dimostrato che il principale ruolo della matrice extracellulare del biofilm di S. 
epidermidis è quello di prevenire la fagocitosi operata dai fagociti professionali (Noble 
et al., 1986; Rodgers et al., 1994). Recentemente è stato osservato che il biofilm di S. 
epidermidis impedisce la fagocitosi da parte dei neutrofili inattivando la via del 
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complemento (Kristian et al., 2008). La superficie di un impianto risulta quindi essere 
completamente rivestita dai batteri e il biofilm potrebbe quindi spiegare l’infezione 
persistente (Costerton et al., 2005).  
 
Alcuni studi hanno dimostrato che in presenza di un biomateriale le cellule immunitarie 
perdono la loro capacità di uccidere i batteri. I leucociti infatti possono penetrare nel 
biofilm, ma essi risultano incapaci di fagocitare ed eliminare i batteri (Arciola et al., 
2010; Johnson et al., 1986). In presenza del biofilm di S. epidermids l’attività battericida 
dei neutrofili risulta essere indebolita e la produzione di superossido ridotta (Myrvik et 
al.,1989; Shanbhag et al., 1992), mentre S. aureus fagocitato sopprime la produzione di 
superossido all’interno dei macrofagi (Leid et al., 2002; Watanabe et al., 2007).  
I macrofagi sono tra le prime cellule dell’immunità innata a raggiungere il sito di 
infezione dove rimangono per parecchie settimane per orchestrare il processo 
infiammatorio (Anderson, 2004). Durante l’infezione i macrofagi riconoscono i batteri, 
li ingeriscono e quindi attivano una serie di attività cellulari specifiche, come la 
proliferazione, la secrezione di citochine e di specie reattive dell’ossigeno al fine di 
uccidere i patogeni fagocitati e di reclutare le cellule della risposta immunitaria 
acquisita (Aderem e Underhill, 1999; Underhill e Ozinsky, 2002; Stuart e Ezekowitz, 
2005). Molti studi hanno dimostrato che S. aureus può sopravvivere alla fagocitosi 
operata dai macrofagi; Kubica ed i suoi collaboratori hanno osservato che in seguito alla 
fagocitosi, S. aureus rimane nei vacuoli dei macrofagi per 3-4 giorni prima di migrare 
nel citoplasma determinando la lisi della cellula ospite. Tuttavia prima che avvenga la 
lisi dei macrofagi, queste cellule non mostrano alcun segno di apoptosi o necrosi e 
risultano funzionali. La tossina α di S. aureus sembra essere fondamentale per la 
sopravvivenza dei batteri nei macrofagi. È chiaro che S. aureus approfitta dei macrofagi 
per diffondere e propagare l’infezione (Kubica et al., 2008).   
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I neutrofili, noti anche con il nome di leucociti polimorfonucleati (PMN), fanno parte 
dell’immunità innata e svolgono un ruolo fondamentale nella difesa contro i patogeni. 
Essi, infatti, una volta reclutati nel sito di infezione attraverso la chemiotassi, 
riconoscono e fagocitano i batteri; la fagocitosi batterica è favorita dall’opsonizzazione 
dei batteri con le proteine sieriche dell’ospite, come gli anticorpi e il complemento. In 
seguito alla fagocitosi, i batteri sono confinati nel fagosoma dei neutrofili. Il fagosoma è 
un compartimento isolato dei PMN sede di varie attività antimicrobiche. Il citoplasma 
dei PMN è ricco di granuli. I granuli primari o azzurrofili contengono la 
mieloperossidasi (MPO), vari enzimi proteolitici, come le catepsine, la proteinasi-3 e 
l’elastasi, defensine antimicrobiche e proteine che aumentano la permeabilità. I granuli 
primari si pensa che derivino dai lisosomi. La mieloperossidasi è un enzima che, una 
volta rilasciato nel fagosoma, contribuisce ad incrementare la produzione di ROS. I 
granuli secondari o specifici, contengono invece importanti proteine di membrana come 
la lattoferrina, la collagenasi, le citochine, le opsonine, le proteine dell’adesione e della 
matrice extracellulare. In seguito alla fagocitosi batterica, i neutrofili mettono a segno 
una serie di strategie ossigeno-dipendenti ed ossigeno-indipendenti, per distruggere i 
patogeni (Figura 10A). La fagocitosi batterica determina sia la produzione di specie 
reattive dell’ossigeno (ROS), come i radicali superossido e il perossido d’idrogeno sia la 
fusione dei granuli citoplasmatici con il fagosoma contenente i batteri. La fusione dei 
granuli dei PMN con il fagosoma contribuisce alla maturazione del fagolisosoma 
modificando la composizione del lume del fagolisosoma e della membrana di superficie 
che si arrichisce di vari recettori e proteine come il complesso della NADPH ossidasi 
coinvolto nella generazione dei ROS (Arciola et al., 2012b). E’ stato dimostrato che i 
neutrofili reclutati nel sito dell’impianto infettato sono incapaci di uccidere 
efficientemente gli stafilococchi (Zimmerli et al., 1982) ed inoltre mostrano una 
degranulazione parziale ed una ridotta produzione di ROS. Pertanto i neutrofili, 
funzionalmente compromessi, facilitano l’adesione batterica alla superficie 
dell’impianto e la successiva formazione del biofilm. 
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I batteri esposti, all’interno del fagosoma, ai prodotti antimicrobici e allo stress 
ossidativo e respiratorio, hanno sviluppato dei meccanismi per evadere le risposte 
immunitarie dell’ospite (Cohn e Hirsch, 1960). S. aureus, ad esempio, possiede dei 
fattori che impediscono il suo riconoscimento e il successivo legame da parte dei 
neutrofili, come la produzione della capsula polisaccaridica e della matrice 
extracellulare del biofilm (O’Riordan e Lee, 2004; Vuong et al., 2004a). Inoltre SpA, 
legando la regione Fc delle IgG, rappresenta un’ottima maschera consentendo 
l’interferenza con l’opsonizzazione e la conseguente fagocitosi batterica (Forsgren e 
Nordström, 1974; Langone, 1982). Molte proteine di S. aureus sono in grado di inibire 
la chemotassi e la cascata del complemento (Langone, 1982; Rooijakkers et al., 2005); 
inoltre S. aureus è provvisto di molti fattori che lo proteggono dalle attività 
antimicrobiche del fagosoma. La catalasi, la superossido dismutasi e la stafiloxantina 
proteggono S. aureus dal killing mediato dalle specie reattive dell’ossigeno (Liu et al., 
2005; DeLeo et al., 2009). Mentre il rilascio di proteasi non specifiche e del sistema di 
regolazione genica in grado di rilevare la presenza di peptidi antimicrobici dei 
neutrofili, forniscono una protezione contro il killing ossigeno-indipendente 
(Sieprawska-Lupa et al., 2004; Li et al., 2007). S. aureus, oltre alle summenzionate 
strategie difensive “passive”, secerne anche molte tossine in grado di danneggiare le 
cellule dell’ospite, tra cui i neutrofili (Joubert et al., 2007) (Figura 10B). Infine S. 
aureus possiede vari superantigeni che stimolano eccessivamente il sistema immunitario 
dell’ospite provocando, di conseguenza, risposte sgradite (Zimmerli et al., 1982).  
Recentemente è stata proposta un’ulteriore strategia antimicrobica dei neutrofili che 
consiste nella formazione delle NET (Neutrophil Extracellular Traps). Le NET sono 
composte da cromatina decondensata arricchita da proteine citoplasmatiche come 
l’elastasi, la mieloperossidasi, la catepsina G, la lattoferrina, la gelatinasi, LL-37, la 
triptasi, gli istoni e il lisozima (Arciola, 2010). È importante sottolineare che la 
lattoferrina non solo possiede un’attività battericida, ma è anche capace di prevenire la 
formazione del biofilm (Meyle et al., 2012). Si pensa che le NET abbiano due ruoli 
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importanti nell’ambito della difesa contro i batteri: queste trappole sono in grado di 
limitare sia la diffusione microbica sia i danni collaterali causati dal contenuto dei 
granuli (Figura 10C).  
Non è chiaro come i neutrofili decidano quale strategia antimicrobica mettere in atto; 
una possibile ipotesi si basa sulla tempistica di questi eventi: prima la fagocitosi, poi la 
successiva degranulazione e quindi la formazione delle NET.  
Figura 10: Modello di interazione tra PMN e batteri (Lu et al., 2012). 
 
È stato dimostrato che il DNA è rilasciato dai PMN nel sito dell’infezione in presenza di 
biofilm stafilococcico (Meyle et al., 2012). Si ritiene inoltre che il DNA sia cruciale per 
l’integrità del biofilm, tuttavia rimane ancora da chiarire il suo ruolo.  
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Durante un’infezione microbica, la fagocitosi batterica operata dai neutrofili agisce 
come preludio per la successiva apoptosi dei PMN; successivamente i macrofagi 
eliminano i neutrofili apoptotici. In questo modo l’apoptosi dei PMN indotta dalla 
fagocitosi e la successiva clearance dei macrofagi favoriscono la risoluzione 
dell’infiammazione associata all’infezione, mentre il fallimento dell’apoptosi dei PMN 
induce il rilascio dei propri fattori proteolitici e citotossici promuovendo la locale 
distruzione infiammatoria tissutale. Nonostante l’intervento dell’immunità innata nel 
sito dell’infezione associata all’impianto protesico, la persistenza del biofilm e della 
distruzione infiammatoria tissutale determinano l’osteolisi. L’osteolisi è strettamente 
associata alla incapacità dei PMN di compiere una efficiente fagocitosi, un processo 
noto con il nome di “fagocitosi frustrata”. È chiaro pertanto che la fagocitosi ha un 
ruolo ambiguo: da una parte essa rappresenta una strategia antibatterica e allo stesso 
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2. MATERIALI E METODI 
 
2.1 COLTURE CELLULARI MG-63 
Le colture cellulari di osteoblasti sono state allestite partendo dalla linea cellulare di 
osteosarcoma umano (MG-63) acquistata precedentemente dalla ATCC (Rockville, 
MD, USA) e conservata in azoto liquido. Lo scongelamento è stato effettuato seguendo 
le indicazioni dell’azienda produttrice. La vial crioresistente contenente 1 ml di 
sospensione cellulare è stata dapprima scongelata in acqua distillata a 37°C, in seguito è 
stato aggiunto il terreno completo costituito da MEM “Minimum Essential Medium” 
supplementato con il 10% di FBS “Fetal Bovine Serum” inattivato al calore, con la L-
glutammina (2 mM) e con l’1% di una soluzione di penicillina-streptomicina (10000 
U/ml; 10 mg/ml streptomicina). In seguito alla centrifugata è stato eliminato il 
sovranatante e quindi il pellet è stato risospeso con il terreno completo. Tale 
sospensione cellulare è stata seminata in una fiasca T25, successivamente posta in 
incubatore a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5%. Dopo 2 giorni le 
cellule hanno mostrato una confluenza di circa il 70-80%, in seguito sono state staccate 
mediante l’utilizzo di tripsina-EDTA (0.5% Tripsina; 5.3 mM EDTA 4Na) diluiti in D-
PBS “Dulbecco's Phosphate Buffered Saline” sterile 1X (2.67 mM KCl, 1.47 mM 
KH2PO4, 137.93 mM NaCl, 8.06 mM Na2HPO4-7H20). Il passaggio 1:4 delle cellule è 




2.2 COLORAZIONE ROSSO DI ALIZARINA 
La colorazione basata sul rosso di Alizarina è un metodo colorimetrico usato per 
valutare la presenza di depositi di Ca2+. Il rosso di alizarina è un colorante 
antrachinonico in grado di formare complessi con il Ca2+. In seguito alla colorazione, i 
depositi di Ca2+ appaiono di colore rosso-arancio. Le cellule MG-63 sono state seminate 
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in delle opportune fiasche il cui fondo è costituito da un vetrino da microscopia 
(Flaskette Chamber, Nunc) ad una densità di 1 x 104 cellule/cm2. Il terreno completo 
(MEM supplementato con il 10% FBS, L-glutammina 2mM e 1% di Penicillina-
Streptomicina) è stato cambiato ogni due giorni. Le cellule sono state incubate in 
termostato a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5%. La colorazione 
rosso di Alizarina è stata effettuata dopo 23 giorni dalla semina. Il monostrato cellulare 
è stato dapprima lavato con D-PBS e quindi fissato in formaldeide 3,7% per 15 minuti a 
temperatura ambiente. Le cellule sono state lavate con un eccesso di H2O bidistillata  
prima di aggiungere la soluzione Rosso di Alizarina 2%. I vetrini sono stati incubati a 
temperatura ambiente per circa 1 ora. Sono stati effettuati 4 lavaggi con H2O bidistillata 
in modo da eliminare la soluzione di alizarina in eccesso. I vetrini sono stati osservati al 




2.3- SCREENING DI INTERNALIZZAZIONE DI ISOLATI CLINICI 
Il saggio di internalizzazione ha consentito di analizzare la capacità di isolati clinici, 
appartenenti alle specie batteriche maggiormente associate ad infezioni ortopediche, di 
invadere le cellule osteblastoidi MG-63. 
 
 
S. epidermidis e S. lugdunensis 
 
Ceppi batterici 
Nello studio sono stati utilizzati 42 isolati clinici di S. epidermidis, 9 di S. lugdunensis e 
1 di S. aureus provenienti da infezioni ortopediche e 1 isolato S. aureus di riferimento 
ATCC25923. Tutti gli isolati clinici provengono da pazienti sottoposti ad interventi 
chirurgici presso l’Istituto Ortopedico Rizzoli e fanno parte di una numerosa collezione 
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della Biobanca del Laboratorio di Patologia delle Infezioni associate all’Impianto 
dell’Istituto Ortopedico Rizzoli di Bologna, diretto dalla Prof.ssa Carla Renata Arciola. 
Tutti i ceppi sono stati successivamente sottoposti a ribotipizzazione automatica 
mediante il RiboPrinter® Microbial Characterization System (DuPont Qualicon, 
Willmington, DE, USA). La ribotipizzazione è una tecnica di tipizzazione genotipica 
che si basa sull’analisi dei frammenti di restrizione dei geni codificanti gli RNA 
ribosomiali. Il RiboPrinter® esegue l’analisi di ribotipizzazione in maniera quasi 
completamente automatizzata, la preparazione del campione, infatti, è la sola fase che 
ha luogo al di fuori dell’unità di caratterizzazione del RiboPrinter. Tutti gli isolati sono 
stati ribotipizzati, identificati tassonomicamente e classificati in ribogruppi dal 
RiboPrinter® in base alla similarità dei patterns dei ribotipi. I patterns generati dal 
RiboPrinter® si basano sulla digestione enzimatica mediante EcoRI e 
sull’ibridizzazione dei risultanti frammenti di restrizione con una sonda marcata. Tutti i 
profili degli isolati sono stati analizzati dal programma BioNumerics version 4.6 
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) (Campoccia et al., 2009c; Testoni et al., 
2011; Ravaioli et al., 2012). Per gli isolati clinici di S. epidermidis la resistenza agli 
antibiotici aminoglicosidici è stata testata sia fenotipicamente che genotipicamente: dei 
42 isolati clinici di S. epidermidis usati nello studio, 22 sono sensibili alla gentamicina e 
20 sono resistenti (Campoccia et al., 2009d).  
Gli isolati di S. lugdunensis impiegati nello studio sono sensibili alla gentamicina 
(Ravaioli et al., 2012) e tutti, eccetto l’isolato cra1750 usato come controllo negativo, 
provengono da infezioni ortopediche associate all’impianto. Gli isolati cra1871, 
cra1363, cra2847 e cra2653, appartengono al ribogruppo cra-62-S-1 che include anche 
altri isolati clinici provenienti da differenti tipi di infezioni. Il ribogruppo cra-62-S-1 è 
un clone altamente epidemico.  
L’isolato clinico S. aureus cra1199, data la sua capacità di invadere le cellule MG-63 e 
la sua sensibilità alla gentamicina (Testoni et al., 2011), è stato usato come controllo 
positivo. Nello studio è stato usato anche un altro isolato di S. aureus, il ceppo di 
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riferimento ATCC25923. L’isolato S. lugdunensis cra1750 è stato usato come controllo 
negativo, sebbene esso mostri un livello di internalizzazione non nullo, ma davvero 
basso. 
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Ceppi	  Batterici	  	  
Nome	   N°	   Origine	  	   	  
Isolati	  di	  controllo	  (2)	   	   	  
S.	  lugdunensis	  cra1750	  (Ctrl-­‐)	   1	   no	  MDs	  
S.	  aureus	  cra1199	  (Ctrl+)	   1	   FE	  	   	   	  
Reference	  strain	  (1)	   	   	  
S.	  aureus	  ATCC25923	   1	   Ceppo	  clinico	  isolato	  nel	  1945	  	   	   	  
S.	  epidermidis:	  isolati	  clinici	  ortopedici	  aminoglicosidi-­‐sensibili	  (22)	  	   11	   H	  	  	  	   7	   K	  	  	   1	   FI	  	   1	   FE	  	   1	   Osteomielite	  no	  MDs	  	   1	   Infezione	  post-­‐chirurgica	  	   	   	  
S.	  epidermidis:	  isolati	  clinici	  ortopedici	  aminoglicosidi-­‐resistenti	  (20)	  	   5	  6	  4	  3	  2	  
H	  Infezione	  post-­‐chirurgica	  K	  	  FI	  Infezione	  associata	  a	  tumori	  
S.	  lugdunensis	  (8)	  	   3	  2	  2	  1	  
FI	  K	  	  	  H	  	  	  FE	  
 
Tabella 2: Lista degli isolati batterici impiegati nella sperimentazione. Nella tabella 
è descritta l’origine degli isolati batterici usati (no MDs, infezione non associata a 
dispositivo medico; H, infezione associata a protesi d’anca; K, infezione associata a 
protesi di ginocchio; FE, infezione associata a fissatori esterni; FI, infezione associata a 
fissatori interni). 
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Specie	  batterica	   Ribogruppo	   N°	  
	   	   	  
S.	  epidermidis	  
cra-­‐63-­‐S-­‐7	   9	  cra-­‐119-­‐S-­‐4	   7	  cra-­‐123-­‐S-­‐5	   5	  cra-­‐92-­‐S-­‐5	   4	  cra-­‐122-­‐S-­‐2	   4	  cra-­‐80-­‐S-­‐1	   4	  cra-­‐93-­‐S-­‐3	   3	  cra-­‐63-­‐S-­‐4	   3	  cra-­‐126-­‐S-­‐5	   2	  cra-­‐126-­‐S-­‐2	   1	  	   	   	  
S.	  lugdunensis	   cra-­‐62-­‐S-­‐1	   4	  cra64-­‐S-­‐8	   4	  cra-­‐74-­‐S-­‐5	   1	  	   	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  S.	  aureus	   cra-­‐119-­‐S-­‐8	   1	  
 
Tabella 3: Dati di ribotipizzazione degli isolati impiegati nella sperimentazione. 
 
 
Allestimento delle colture cellulari MG-63  
In ciascuna piastra da 96 pozzetti sono stati testati il controllo positivo ed il controllo in 
triplicato e 3 isolati clinici, anch’essi in triplicato, in presenza ed in assenza di cellule 
MG-63. I pozzetti senza cellule MG-63 rappresentano il controllo del background della 
sopravvivenza batterica in assenza di batteri internalizzati. Lo schema 
dell’organizzazione della micropiastra è rappresentato in figura 11. 
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Figura 11: Schema dell’organizzazione della micropiastra da 96 pozzetti. 
 
 
Le cellule MG-63 sono state seminate ad una densità di 5 x 103 cellule/pozzetto (100 µl) 
in terreno completo privo di antibiotici (MEM supplementato con il 10% FBS e L-
glutammina 2mM). Per il controllo senza cellule, i pozzetti sono stati seminati con 100 
µl di terreno completo privo di antibiotici. La piastra è stata incubata in termostato a 
37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5% per 24 ore. Dopo 24 ore il 
numero delle cellule MG-63 in ciascun pozzetto è pari a circa 1 x 104; il calcolo del 
numero di cellule MG-63 per pozzetto dopo 24 ore dalla semina è stato effettuato in 3 
esperimenti indipendenti ed il valore calcolato è stato pari a 1.0 ± 0.8 x 104 
cellule/pozzetto.  
 
Preparazione dell’inoculo batterico  
I ceppi batterici stoccati a -80°C sono stati decongelati e piastrati con un’opportuna ansa 
in TSA (Tryptical Soy Agar), un terreno non selettivo che viene mantenuto in coltura in 
termostato a 37°C per 24 ore. Per il test di internalizzazione, una colonia cresciuta in 
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piastra TSA è stata inoculata in TB (Tryptose Broth) ed è stata mantenuta in termostato 
a 37°C per circa 18 ore. La sospensione batterica è stata centrifugata ed il pellet è stato 
risospeso nel terreno costituito da MEM supplementato con il 10% FBS e L-
glutammina 2mM. La concentrazione batterica è stata stimata con la lettura della densità 
ottica a 550 nm utilizzando lo spettrofotometro Hewlett Packard G1103A. Per ciascuna 
specie batterica analizzata è stata studiata la correlazione densità ottica-CFU (Colony 
Forming Unit) e le equazioni delle rette di regressione sono state usate per 
l’allestimento dell’inoculo batterico con cui infettare il monostrato di cellule MG-63. 
Tuttavia al fine di conoscere il valore esatto di M.O.I. con cui è stato condotto il saggio 
di internalizzazione, ciascun inoculo è stato quantificato. La M.O.I. (Multiplicity Of 
Infection) è definita come il rapporto tra il numero delle particelle infettanti, nel caso in 
esame rappresentate dai batteri, rispetto al numero delle cellule infettate. Pertanto a 
partire da ciascun inoculo sono state allestite 6 diluizioni seriali in NaCl 0.9% e quindi 
sono state piastrati 100 µl delle diluizioni “4”, “5” e “6” su piastre TSA (Figura 12).  
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Figura 12: Schema per la quantificazione dell’inoculo con cui si effettua l’infezione. 
 
 
Saggio di internalizzazione 
Il saggio di internalizzazione di isolati clinici di S. epidermidis e S. lugdunensis è stato 
effettuato su piastre da 96 pozzetti secondo lo schema descritto di seguito (Figura 13). 
Prima di procedere all’infezione, ciascun pozzetto (con e senza cellule MG-63) è stato 
lavato una volta con 200 µl di D-PBS. Quindi 100 µl di sospensione batterica in terreno 
completo (MEM supplementato con 10% di FBS e L-glutammina 2mM) sono stati 
aggiunti in ciascun pozzetto. L’infezione degli isolati di S. epidermidis e S. lugdunensis 
è stata effettuata ad una M.O.I. pari a 500:1, mentre l’infezione dei controlli (S. 
lugdunensis cra1750 e S. aureus cra1199) e dell’isolato S. aureus di riferimento 
ATCC25923 è stata effettuata ad una M.O.I. di 100:1. 
Nello studio condotto da Khalil (Khalil et al., 2007), l’internalizzazione di isolati di S. 
epidermidis è stata testata utilizzando una M.O.I. pari a 500:1 in quanto è stato 
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dimostrato che questa M.O.I. consentiva il raggiungimento del plateau, ovvero del 
livello maggiore di invasione del ceppo di riferimento di S. epidermidis NCTC11047 
all’interno degli osteoblasti.  
 
Figura 13: Schema sperimentale del saggio di internalizzazione di isolati clinici di 
S. epidermidis e S. lugdunensis provenienti da infezioni ortopediche in cellule MG-
63 (Figura modificata da Valour et al., 2013). 
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La piastra è stata incubata in termostato a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con 
CO2 al 5% per 2 ore. In seguito all’incubazione ciascun pozzetto è stato lavato 4 volte 
con 200 µl di D-PBS e quindi è stato trattato con 200 µl di terreno completo (MEM 
supplementato con il 10% di FBS e L-glutammina 2mM) supplementato con 100 µg/ml 
di gentamicina e 20 µg/ml di lisostafina per gli isolati clinici di S. epidermidis e 
supplementato con 100 µg/ml di gentamicina per gli isolati di S. lugdunensis al fine di 
eliminare i batteri extracellulari. La gentamicina è un antibiotico aminoglicosidico 
incapace di entrare nelle cellule eucariotiche (Wilson et al., 1982). La lisostafina, un 
agente antimicrobico incapace anch’esso di entrare nelle cellule eucariotiche, è in grado 
di eliminare gli organismi extracellulari ed è attivo anche nei confronti dei batteri 
resistenti agli antibiotici aminoglicosidici (Kumar, 2008; Noore et al., 2013). Pertanto la 
combinazione dei due agenti dovrebbe essere in grado di eliminare i batteri 
extracellulari indipendentemente dal loro pannello di resistenza agli antibiotici. La 
piastra è stata incubata in termostato a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con CO2 
al 5% per 2 ore. Al termine dell’incubazione ciascun pozzetto è stato lavato con 200 µl 
di D-PBS e quindi trattato con 150 µl di 0.1% di Triton X-100 per 5 minuti a 37°C in 
modo che avvenga la lisi delle cellule eucariotiche e il conseguente rilascio dei batteri 
intracellulari. I lisati cellulari del controllo negativo, degli isolati clinici di S. 
lugdunensis e degli isolati clinici di S. epidermidis sensibili agli antibiotici 
aminoglicosidici sono stati direttamente seminati in piastre TSA, mentre per il controllo 
positivo, per l’isolato di riferimento S. aureus ATCC25923 e per gli isolati clinici di S. 
epidermidis resistenti agli antibiotici aminoglicosidici è stato necessario effettuare delle 
diluizioni seriali in 0.9% di NaCl prima di procedere alla piastratura su TSA. Le piastre 
sono state poste in termostato a 37°C per 24 ore, al termine delle quali è stata eseguita la 
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Saggio di adesione di isolati clinici di S. epidermidis alle cellule MG-63 
Nelle prime fasi del lavoro sperimentale è stato osservato che nei ceppi di S. 
epidermidis resistenti agli antibiotici aminoglicosidici il trattamento combinato basato 
sull’impiego della gentamicina e della lisostafina risultava incapace di eliminare i 
batteri extracellulari ed inoltre si osservava una differenza considerevole in termini di 
CFU in presenza ed in assenza di cellule MG-63: in presenza di cellule MG-63 il 
numero di CFU era notevolmente più alto. Queste differenze potrebbero essere 
associate ad una maggiore efficienza di internalizzazione nelle cellule MG-63 o, più 
semplicemente, ad una maggiore adesione dei batteri alla superficie delle cellule MG-
63. Pertanto l’adesione degli isolati clinici è stata testata in parallelo in triplicato in 
presenza ed in assenza di cellule MG-63. In particolare sono stati testati 3 isolati clinici 
S. epidermidis sensibili agli antibiotici aminoglicosidici e 4 isolati resistenti. Il 
protocollo sperimentale seguito per il saggio di adesione è stato simile a quello descritto 
in precedenza per il test di internalizzazione, tuttavia il trattamento combinato per 
eliminare i batteri extracellulari è stato ovviamente evitato. Pertanto in seguito alle 2 ore 
di incubazione con le sospensioni batteriche, ciascun pozzetto è stato lavato 4 volte con 
200 µl di D-PBS e quindi trattato con 150 µl di 0.1% di Triton X-100 per 5 minuti a 
37°C. Per quantificare i batteri adesi alla superficie delle cellule MG-63, sono state 
seminate su TSA le diluizioni seriali dei lisati cellulari in 0.9% NaCl. Le piastre sono 
state poste in termostato a 37°C per 24 ore, al termine delle quali è stata eseguita la 












Nello studio sono stati utilizzati 21 isolati clinici di E. faecalis, 1 di S. lugdunensis 
(cra1750) e 1 di S. aureus (cra1199) provenienti da infezioni ortopediche post-
chirurgiche. Tutti gli isolati clinici provengono da pazienti sottoposti ad interventi 
chirurgici presso l’Istituto Ortopedico Rizzoli e fanno parte della numerosa collezione 
della Biobanca del Laboratorio di Patologia delle Infezioni associate all’Impianto 
dell’Istituto Ortopedico Rizzoli di Bologna, diretto dalla Prof.ssa Carla Renata Arciola. 
Tutti i ceppi sono stati successivamente sottoposti a ribotipizzazione automatica 
mediante il RiboPrinter® Microbial Characterization System (DuPont Qualicon, 
Willmington, DE, USA) e classificati in ribogruppi dal RiboPrinter® in base alla 
similarità dei patterns dei ribotipi (Arciola et al., 2007). Tutti gli isolati clinici di E. 
faecalis impiegati nello studio sono sensibili alla gentamicina; la sensibilità alla 
gentamicina è stata eseguita con il metodo di diffusione nell’agar (Kirby-Bauer) 
secondo le linee guida del National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(CLSI, 2008) (Arciola et al., 2007).  
L’isolato clinico S. lugdunensis cra1750 è stato usato come controllo negativo, mentre 
l’isolato clinico S. aureus cra1199 è stato usato come controllo positivo.  
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Ceppi	  Batterici	  	  
Nome	   N°	   Origine	  	   	  
Isolati	  di	  controllo	  (2)	   	   	  
S.	  lugdunensis	  cra1750	  (Ctrl-­‐)	   1	   no	  MDs	  
S.	  aureus	  cra1199	  (Ctrl+)	   1	   FE	  	   	   	  
E.	  faecalis:	  isolati	  clinici	  ortopedici	  (21)	  	   7	   FI	  	   6	   no	  MDs	  	   3	   H	  	   2	   FE	  	   2	   Infezione	  associata	  a	  tumori	  	   1	   Infezione	  post-­‐chirurgica	  
 
Tabella 4: Lista degli isolati batterici impiegati nella sperimentazione. Nella tabella 
è descritta l’origine degli isolati batterici usati (no MDs, infezione non associata a 
dispositivo medico; H, infezione associata a protesi d’anca; FE, infezione associata a 




Specie	  batterica	   Ribogruppo	   N°	  
	   	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  E.	  faecalis	  
cra-­‐115-­‐S-­‐2	   5	  cra-­‐115-­‐S-­‐8	   4	  cra-­‐116-­‐S-­‐1	   3	  cra-­‐116-­‐S-­‐7	   3	  cra-­‐115-­‐S-­‐4	   2	  cra-­‐118-­‐S-­‐1	   2	  cra-­‐118-­‐S-­‐2	   2	  
	   	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  S.	  lugdunensis	   cra-­‐74-­‐S-­‐5	   1	  
	   	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  S.	  aureus	   cra-­‐119-­‐S-­‐8	   1	  
 
Tabella 5: Dati di ribotipizzazione degli isolati impiegati nella sperimentazione.  
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Allestimento delle colture cellulari MG-63  
In ciascuna piastra da 96 pozzetti sono stati testati il controllo positivo ed il controllo in 
triplicato e 3 isolati clinici, anch’essi in triplicato, in presenza ed in assenza di cellule 
MG-63 (Figura 11). I pozzetti senza cellule MG-63 rappresentano il controllo del 
background della sopravvivenza batterica in assenza di batteri internalizzati. Le cellule 
MG-63 sono state seminate ad una densità di 5 x 103 cellule/pozzetto (100 µl) in terreno 
completo privo di antibiotici (MEM supplementato con il 10% FBS e L-glutammina 
2mM). Per il controllo senza cellule, i pozzetti sono stati seminati con 100 µl di terreno 
completo privo di antibiotici. La piastra è stata incubata in termostato a 37°C, in 
atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5% per 24 ore. Dopo 24 ore il numero delle 
cellule MG-63 in ciascun pozzetto è pari a circa 1 x 104; il calcolo del numero di cellule 
MG-63 per pozzetto dopo 24 ore dalla semina è stato effettuato in 3 esperimenti 
indipendenti ed il valore calcolato è stato pari a 1.0 ± 0.8 x 104 cellule/pozzetto.  
 
Preparazione dell’inoculo batterico  
I ceppi batterici stoccati a -80°C sono stati decongelati e piastrati con un’opportuna ansa 
in TSA (Tryptical Soy Agar), un terreno non selettivo che viene mantenuto in coltura in 
termostato a 37°C per 24 ore. Per il test di internalizzazione, una colonia cresciuta in 
piastra TSA è stata inoculata in TB (Tryptose Broth) ed è stata mantenuta in termostato 
a 37°C per circa 18 ore. La sospensione batterica è stata centrifugata ed il pellet è stato 
risospeso nel terreno costituito da MEM supplementato con il 10% FBS e L-
glutammina 2mM. La concentrazione batterica è stata stimata con la lettura della densità 
ottica a 550 nm utilizzando lo spettrofotometro Hewlett Packard G1103A. Per ciascuna 
specie batterica analizzata è stata studiata la correlazione densità ottica-CFU (colony 
formation unit) e le equazioni delle rette di regressione sono state usate per 
l’allestimento dell’inoculo batterico con cui infettare il monostrato di cellule MG-63. 
Tuttavia al fine di conoscere il valore esatto di M.O.I. con cui è stato condotto il saggio 
di internalizzazione, ciascun inoculo è stato quantificato (Figura 12).  
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Saggio di internalizzazione 
Il saggio di internalizzazione di isolati clinici di E. faecalis è stato effettuato su piastre 
da 96 pozzetti secondo lo schema descritto di seguito (Figura 14). Prima di procedere 
all’infezione, ciascun pozzetto (con e senza cellule MG-63) è stato lavato una volta con 
200 µl di D-PBS. Quindi 100 µl di sospensione batterica in terreno completo (MEM 
supplementato con 10% di FBS e L-glutammina 2mM) sono stati aggiunti in ciascun 
pozzetto. L’infezione degli isolati di E. faecalis è stata effettuata ad una M.O.I. pari a 
1000:1, mentre l’infezione dei controlli (S. lugdunensis cra1750 e S. aureus cra1199) è 
stata effettuata ad una M.O.I. di 100:1. 
Nello studio condotto da Millán (Millán et al., 2013), l’internalizzazione di isolati di E. 
faecalis è stata testata utilizzando una M.O.I. pari a 1000:1 in quanto è stato dimostrato 
che questa M.O.I. consentisse il raggiungimento del livello maggiore di invasione degli 
isolati clinici di E. faecalis all’interno delle cellule endoteliali. 
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Figura 14: Schema sperimentale del saggio di internalizzazione di isolati clinici di 
E. faecalis provenienti da infezioni ortopediche in cellule MG-63 (Figura modificata 
da Valour et al., 2013). 
 
 
La piastra è stata incubata in termostato a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con 
CO2 al 5% per 2 ore. In seguito all’incubazione ciascun pozzetto è stato lavato 4 volte 
con 200 µl di D-PBS e quindi è stato trattato con 200 µl di terreno completo (MEM 
supplementato con il 10% di FBS e L-glutammina 2mM) supplementato con 500 µg/ml 
di gentamicina (Millán et al., 2013). La piastra è stata incubata in termostato a 37°C, in 
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atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5% per 2 ore. Al termine dell’incubazione 
ciascun pozzetto è stato lavato con 200 µl di D-PBS e quindi trattato con 150 µl di 0.1% 
di Triton X-100 per 5 minuti a 37°C in modo che avvenga la lisi delle cellule 
eucariotiche e il conseguente rilascio dei batteri intracellulari. I lisati cellulari del 
controllo negativo e degli isolati clinici di E. faecalis sono stati direttamente seminati in 
piastre TSA, mentre per il controllo positivo è stato necessario effettuare delle diluizioni 
seriali in 0.9% di NaCl prima di procedere alla piastratura su TSA. Le piastre sono state 





2.4 OTTIMIZZAZIONE DEL SAGGIO DI INTERNALIZZAZIONE DI 
ISOLATI CLINICI  
L’ottimizzazione del saggio di internalizzazione ha consentito di confrontare la capacità 
di isolati clinici appartenenti a specie batteriche diverse e associati alle infezioni 
ortopediche di invadere le cellule osteoblastoidi MG-63. Il confronto tra gli isolati 
oggetto di studio è stato possibile in quanto sono stati considerati i valori di CFU 




Nello studio sono stati utilizzati 7 isolati clinici di S. epidermidis, 5 di S. lugdunensis, 2 
di E. faecalis e 1 di S. aureus provenienti da infezioni ortopediche e 1 isolato S. aureus 
di riferimento ATCC25923. Gli isolati testati con questo nuovo approccio sperimentale 
sono stati scelti tra quelli precedentemente analizzati nello screening di 
internalizzazione (Punto 2.3) sulla base della sensibilità alla gentamicina e 
all’appartenenza a ribogruppi diversi. 
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Tutti gli isolati clinici provengono da pazienti sottoposti ad interventi chirurgici presso 
l’Istituto Ortopedico Rizzoli e fanno parte della numerosa collezione della Biobanca del 
Laboratorio di Patologia delle Infezioni associate all’Impianto dell’Istituto Ortopedico 
Rizzoli di Bologna, diretto dalla Prof.ssa Carla Renata Arciola. Tutti i ceppi sono stati 
successivamente sottoposti a ribotipizzazione automatica mediante il RiboPrinter® 
Microbial Characterization System (DuPont Qualicon, Willmington, DE, USA) e 
classificati in ribogruppi dal RiboPrinter® in base alla similarità dei patterns dei ribotipi 
(Arciola et al., 2007).  

























Ceppi	  Batterici	  	  
Nome	   N°	   Origine	  	   	  
S.	  aureus:	  isolato	  clinico	  ortopedico	  (1)	  	   1	   FE	  	   	   	  
Ceppo	  di	  riferimento	  (1)	   	   	  
S.	  aureus	  ATCC25923	   1	   Ceppo	  clinico	  isolato	  nel	  1945	  	   	   	  
S.	  epidermidis:	  isolati	  clinici	  ortopedici	  (7)	  	   4	   H	  	  	  	   1	   K	  	  	   1	   FI	  	   1	   Infezione	  post-­‐chirurgica	  	   	   	  
S.	  lugdunensis:	  isolati	  clinici	  ortopedici	  (5)	  	   3	   FI	  	   1	   FE	  	   1	   no	  MDs	  	   	   	  
E.	  faecalis	  (2)	  	   1	   H	  	   1	   FI	  
 
Tabella 6: Lista degli isolati batterici impiegati nella sperimentazione. Nella tabella 
è descritta l’origine degli isolati batterici usati (no MDs, infezione non associata a 
dispositivo medico; H, infezione associata a protesi d’anca; K, infezione associata a 
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Specie	  batterica	   Ribogruppo	   N°	  
	   	   	  
S.	  epidermidis	  
cra-­‐63-­‐S-­‐7	   2	  cra-­‐119-­‐S-­‐4	   1	  cra-­‐92-­‐S-­‐5	   1	  cra-­‐122-­‐S-­‐2	   1	  cra-­‐80-­‐S-­‐1	   1	  cra-­‐63-­‐S-­‐4	   1	  	   	   	  
S.	  lugdunensis	   cra-­‐62-­‐S-­‐1	   2	  cra64-­‐S-­‐8	   2	  cra-­‐74-­‐S-­‐5	   1	  	   	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  E.	  faecalis	   cra-­‐116-­‐S-­‐1	   1	  cra-­‐115-­‐S-­‐8	   1	  	   	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  S.	  aureus	   cra-­‐119-­‐S-­‐8	   1	  
 
Tabella 7: Dati di ribotipizzazione degli isolati impiegati nella sperimentazione. 
 
 
Allestimento delle colture cellulari MG-63  
Le cellule MG-63 sono state seminate in una piastra da 96 pozzetti ad una densità di 5 x 
103 cellule/pozzetto (100 µl) in terreno completo privo di antibiotici (MEM 
supplementato con il 10% FBS e L-glutammina 2mM). La piastra è stata incubata in 
termostato a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5% per 24 ore. Dopo 
24 ore il numero delle cellule MG-63 in ciascun pozzetto è pari a circa 1 x 104; il 
calcolo del numero di cellule MG-63 per pozzetto dopo 24 ore dalla semina è stato 
effettuato in 3 esperimenti indipendenti ed il valore calcolato è stato pari a 1.0 ± 0.8 x 
104 cellule/pozzetto.  
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Preparazione dell’inoculo batterico  
I ceppi batterici stoccati a -80°C sono stati decongelati e piastrati con un’opportuna ansa 
in TSA (Tryptical Soy Agar), un terreno non selettivo che viene mantenuto in coltura in 
termostato a 37°C per 24 ore. Per il test di internalizzazione, una colonia cresciuta in 
piastra TSA è stata inoculata in TB (Tryptose Broth) ed è stata mantenuta in termostato 
a 37°C per circa 18 ore. La sospensione batterica è stata centrifugata ed il pellet è stato 
risospeso nel terreno costituito da MEM supplementato con il 10% FBS e L-
glutammina 2mM. La concentrazione batterica è stata stimata con la lettura della densità 
ottica a 550 nm utilizzando lo spettrofotometro Hewlett Packard G1103A. Per ciascuna 
specie batterica analizzata è stata studiata la correlazione densità ottica-CFU (Colony 
Forming Unit) e le equazioni delle rette di regressione sono state usate per 
l’allestimento dell’inoculo batterico con cui infettare il monostrato di cellule MG-63. 
Per ciascun inoculo batterico sono state allestite delle diluizioni in terreno costitutito da 
MEM supplementato con il 10% di FBS e L-glutammina 2mM e nell’analisi dei dati 
sono stati presi in considerazione i valori di CFU/pozzetto infettati con una M.O.I. di 
circa 100:1. Pertanto al fine di conoscere il valore esatto di M.O.I. con cui è stato 
condotto il saggio di internalizzazione, ciascun inoculo è stato quantificato. (Figura 12).  
 
Saggio di internalizzazione 
Il saggio di internalizzazione di isolati clinici è stato effettuato su piastre da 96 pozzetti 
secondo lo schema riportato in Figura 15.  
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Figura 15: Schema sperimentale del saggio di internalizzazione di isolati clinici 
provenienti da infezioni ortopediche in cellule MG-63 (Figura modificata da Valour 
et al., 2013). 
 
 
Prima di procedere all’infezione ciascun pozzetto è stato lavato una volta con 200 µl di 
D-PBS. Per ciascun isolato clinico sono state allestite alcune diluizioni dell’inoculo 
batterico e ciascuna è stata testata in triplicato. 100 µl di ogni diluizione dell’inoculo 
batterico in terreno completo (MEM supplementato con 10% di FBS e L-glutammina 
2mM) sono stati aggiunti in ciascun pozzetto. La piastra è stata incubata in termostato a 
37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5% per 2 ore. In seguito 
all’incubazione ciascun pozzetto è stato lavato 4 volte con 200 µl di D-PBS e quindi è 
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stato trattato con 200 µl  di terreno completo (MEM supplementato con il 10% di FBS e 
L-glutammina 2mM) supplementato con 200 µg/ml di gentamicina. La piastra è stata 
incubata in termostato a 37°C, in atmosfera umidificata al 95% e con CO2 al 5% per 2 
ore. Al termine dell’incubazione ciascun pozzetto è stato lavato con 200 µl di D-PBS e 
quindi trattato con 150 µl di 0.1% di Triton X-100 per 5 minuti a 37°C in modo che 
avvenga la lisi delle cellule eucariotiche e il conseguente rilascio dei batteri 
intracellulari. I lisati cellulari degli isolati clinici di S. epidermidis, S. lugdunensis ed E. 
faecalis sono stati direttamente seminati in piastre TSA, mentre per i lisati cellulari 
degli isolati di S. aureus è stato necessario effettuare delle diluizioni seriali in 0.9% di 
NaCl prima di procedere alla piastratura su TSA. Le piastre sono state poste in 




2.5 VISUALIZZAZIONE DELLE NETs 
Il ruolo della immunità innata nella difesa contro il biofilm batterico è stato studiato 
nell’ambito di una collaborazione fra il Laboratorio di Patologia delle Infezioni 
Associate all’Impianto dell’Istituto Rizzoli e il Laboratorio di Immunologia 
dell’Università di Heidelberg (Direttore Prof.ssa G.M. Hänsch) e sviluppato durante il 
periodo di soggiorno all’estero previsto dal Dottorato.  
L’interazione fra il biofilm batterico e i neutrofili umani è stata studiata usando il ceppo 
di riferimento di S. epidermidis RP62A noto per essere biofilm formatore. La 
sospensione batterica di S. epidermidis RP62A (6.67x104 batteri/ml) è stata seminata in 
ciascun pozzetto delle Chamber Slide (Lab-Tek-II, Nunc). Le chamber slide sono state 
incubate in termostato a 37°C, per 48 ore, in agitazione (60 RPM). Al termine 
dell’incubazione i batteri planctonici sono stati rimossi ed il biofilm è stato lavato con il 
buffer costituito da HBSS + 0.5% BSA. Prima di aggiungere i PMN, il biofilm è stato 
incubato con il 20% di siero umano (NHS) per 20 minuti a 37°C in agitazione (60 
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RPM). In parallelo alcuni pozzetti sono stati incubati solo con il buffer. 
I polimorfonucleati umani sono stati isolati da donatori sani e quindi sono stati aggiunti 
a ciascun pozzetto (0.5x106 PMN/pozzeto). Come controlli sono stati usati i PMN da 
soli (controllo negativo) e i PMN attivati con 25nM di PMA (Phorbol-12-myristat-13-
acetate, Sigma-Aldrich), un potente induttore delle NETs (Brinkmann et al., 2004), che 




Biofilm   
S. epidermidis + 
PMN 
Biofilm  
S. epidermidis + 
20% Siero umano 
+ PMN 
PMN + PMA 
PMN 
Biofilm   
S. epidermidis + 
PMN 
Biofilm  
S. epidermidis + 
20% Siero umano 
+ PMN 
PMN + PMA 
Figura 16: Schema dell’organizzazione delle Chamber Slide. 
 
 
Le chamber slide sono state incubate in termostato a 37°C per 4 ore; in letteratura è 
stato dimostrato che il rilascio del DNA da parte dei PMN attivati in seguito al contatto 
con il biofilm si osserva tra le 3 e le 6 ore di incubazione (Meyle et al., 2012). Al 
termine dell’incubazione il sovranatante contenente il DNA rilasciato dai PMN attivati è 
stato raccolto ed è stato quantificato mediante il kit “Quant-iT PicoGreen dsDNA 
Reagent and kits” (Invitrogen); la fluorescenza (480, λ eccitazione; 520, λ emissione) è 
stata misurata con un lettore di micropiastre a fluorescenza (Wallac Victor 1420 
Multilabel Counter). Tale kit si basa su un colorante fluorescente altamente specifico 
per il DNA a doppio filamento (dsDNA). Al termine dell’incubazione con i PMN, 
alcuni pozzetti sono stati trattati con DNAsi (2ng/ml) per 1 ora a 37°C; al termine 
dell’incubazione il supernatante è stato raccolto ed il DNA, in esso contenuto, è stato 
quantificato.  
Le cellule e il biofilm presenti nei pozzetti delle chamber slide sono stati fissati con di 
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paraformaldeide 4% in PBS per 15 minuti a 37°C. Dopo aver lavato con il buffer 
(HBSS + 0.5% BSA) ciascun pozzetto, è stata aggiunta una soluzione al 5% di Normal 
Goat Serum in PBS per 18 ore a +4°C. Per visualizzare l’elastasi è stato usato un 
anticorpo specifico per l’elastasi umana (diluito 1:150) (Mouse anti-human elastase, 
Dako); dopo 45 minuti di incubazione a temperatura ambiente, è stato aggiunto un 
anticorpo secondario anti-mouse IgG coniugato con Cy3 (diluito 1:250) per 1 ora a 
temperatura ambiente al buio. Sono stati effettuati dei lavaggi con il buffer, quindi le 
chamber slide sono state incubate con il colorante Sytox Green (diluito 1:7500) 
(Invitrogen) per 20 minuti a temperatura ambiente al buio al fine di visualizzare il DNA 
rilasciato dai PMN. I vetrini sono stati montati con un montante fluorescente (Dako) e 
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3. RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
3.1 ALLESTIMENTO DELLE COLTURE CELLULARI MG-63 
Le cellule MG-63, una volta messe in coltura come descritto in “Materiali e Metodi”, 




Figura 17: Morfologia fibroblastoide delle cellule MG-63 in coltura. Osservazione 





3.2 VALUTAZIONE DELLA MINERALIZZAZIONE DELLE CELLULE MG-63 
La capacità delle cellule MG-63 di mineralizzare è stata valutata mediante una 
colorazione istochimica diretta basata sul Rosso di Alizarina. Il monostrato cellulare, 
dopo 23 giorni di coltura, è in grado di depositare i noduli minerali, come mostra la 
Figura 18. Questo risultato conferma la documentata capacità osteogenica della linea 
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cellulare di sarcoma osseo, MG-63. Pertanto la linea cellulare MG-63 rappresenta un 
ottimo modello per lo studio dell’interazione tra isolati clinici batterici e tessuto osseo. 
 
Figura 18: Mineralizzazione evidenziata con la colorazione rosso di Alizarina. Le 
cellule MG-63 dopo 23 giorni di coltura mostrano i noduli minerali. Osservazione al 




3.3 INTERNALIZZAZIONE DI ISOLATI CLINICI NELLE CELLULE MG-63 
Il saggio di internalizzazione usato nel lavoro sperimentale costituisce un metodo 
sensibile in grado di identificare i patogeni capaci di invadere le cellule eucariotiche. Il 
metodo messo a punto per valutare il potenziale invasivo delle specie batteriche 
associate ad infezioni ortopediche nelle cellule MG-63 è effettuato su micropiastra. Per 
una corretta validazione, il metodo prevede l’impiego non solo di isolati di controllo, 
positivo e negativo, in ogni piastra, ma anche di pozzetti vuoti, non contenenti cioè le 
cellule MG-63 ma infettati solo con le sospensioni batteriche, al fine di valutare sia 
un’eventuale background di adesione batterica, sia un’eventuale sopravvivenza 
	   68	  
batterica. L’internalizzazione batterica di solito è valutata in seguito alla lisi delle 
cellule eucariotiche infettate e al conseguente rilascio dei batteri intracellulari, dopo un 
opportuno trattamento al fine di eliminare i batteri extracellulari al termine del periodo 
di infezione. La gentamicina, essendo un antibiotico impermeabile alle cellule 
eucariotiche, di solito è impiegata per questo scopo, tuttavia il suo utilizzo è limitato 
unicamente agli isolati batterici sensibili agli antibiotici aminoglicosidici. Il trattamento 
combinato di gentamicina e lisostafina B, descritto in letteratura (Wu et al., 2003), è 
stato impiegato in questo lavoro sperimentale, al fine di valutare la possibilità di 
eliminare efficacemente i microrganismi extracellulari, anche nel caso di batteri 
resistenti agli antibiotici aminoglicosidici, e quindi di studiare il loro potenziale 
invasivo. 
Nella preparazione dell’inoculo abbiamo superato il problema della impossibilità di 
ottenere un’accurata valutazione delle CFU a partire dalla densità ottica quantificando 
sempre l’inoculo con cui è stata effettuata l’infezione, al fine di conoscere, per ogni 
esperimento, la M.O.I. esatta. Questo approccio poco usato in letteratura consente 
un’analisi più precisa. 
Il saggio di internalizzazione basato su micropiastra costituisce un metodo dotato di una 
buona riproducibilità e di una buona sensibilità, in quanto è capace di rilevare un tasso 
di internalizzazione di circa 2 batteri internalizzati per 1x104 cellule eucariotiche 
(cellule presenti in un pozzetto), cioè 0.02%. L’isolato clinico di S. lugdunensis 
cra1750, usato come controllo negativo, ha un livello di internalizzazione di circa 0.16 
± 0.18%, cioè 16 CFU per 104 cellule MG-63 (0.0016% dell’inoculo).  
L’isolato clinico di S. aureus cra1199, usato come controllo positivo, mostra un livello 
di internalizzazione di 4.9 ± 11.7 x 104 CFU per 1 x 104 cellule MG-63 (circa 7,5% 
dell’inoculo), ciò significa che in media si osservano circa 5 batteri in ciascuna cellula 
MG-63. 
I pozzetti “vuoti” infettati con gli isolati di controllo, cra1750 e cra1199, hanno 
mostrato sempre un conteggio di CFU pari a 0. 
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Per il calcolo del numero delle CFU delle sospensioni batteriche diluite e dei batteri 
intracellulari è stata usata la seguente formula (Maiello e Spolaor, 2011): 
 
 
N   = numero di microrganismi presenti nel campione 
∑ C = somma delle conte delle colonie in tutte le piastre considerate alle due successive 
diluizioni;  
          con 8 ≤ C ≤ 334 
V   = volume di inoculo per ciascuna piastra Petri 
n1  = numero delle piastre alla prima diluizione considerata 
n2  = numero delle piastre alla seconda diluizione considerata 
d    = diluizione dell’inoculo distribuito nella prima piastra presa in considerazione nella 
conta              
 
 
Internalizzazione di isolati clinici di S. epidermidis sensibili agli antibiotici 
aminoglicosidici 
L’analisi della capacità invasiva degli isolati clinici di S. epidermidis sensibili alla 
gentamicina, mostra, in assenza di cellule MG-63, una sopravvivenza batterica nulla. 
Tuttavia anche in presenza di cellule MG-63 il numero delle CFU riscontrate in ciascun 
pozzetto è estremamente basso e non comparabile a quello osservato per il controllo 
positivo S. aureus cra1199 e per l’isolato S. aureus di riferimento ATCC25923 che 
mostrano una conta rispettivamente di 4.9 x 104 e 1.9 x 104 per ciascun pozzetto (1x104 
cellule MG-63) (Figura 19). Il numero maggiore di CFU ottenute nel caso degli isolati 
clinici di S. epidermidis è stato osservato con l’isolato cra1231 e corrisponde a circa 1 
batterio internalizzato ogni 100 cellule MG-63 (106 CFU/pozzetto) (Figura 19). 
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Figura 19: Internalizzazione batterica di differenti isolati clinici ortopedici di S. 
epidermidis rispetto ai controlli e all’isolato di riferimento di S. aureus 
(ATCC25923). Il grafico mostra le medie e le deviazioni standard dei valori di 
CFU/pozzetto di un esperimento rappresentativo effettuato in triplicato. 
 
 
Considerando l’elevato inoculo utilizzato per l’infezione (M.O.I. 500:1), il numero di 
CFU riscontrato in seguito alla lisi delle cellule MG-63 è assolutamente marginale e non 
implica una capacità significativa del patogeno di invadere le cellule MG-63. La curva 
M.O.I.-CFU dell’isolato cra1231 (Figura 20) mostra che il plateau di internalizzazione è 
raggiunto in corrispondenza di una M.O.I. di circa 1000:1, in contrasto con quanto 
riscontrato da Khalil (Khalil et al., 2007) con l’isolato di S. epidermidis di riferimento 
NCTC11047 (M.O.I. 500:1).  
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Figura 20: Curva M.O.I.-CFU dell’isolato clinico di S. epidermidis cra1231. Il 




Questa differenza potrebbe essere legata al differente metodo di analisi usato o potrebbe 
suggerire che la curva di internalizzazione M.O.I.-CFU è isolato-specifica e potrebbe 
essere pertanto legata ad una serie di variabili come l’adesività del ceppo agli 
osteoblasti e a meccanismi molecolari specifici. In Figura 21 sono stati inseriti i dati 
relativi ai ribogruppi degli isolati testati, tuttavia nonostante le differenze riscontrate 
nell’inoculo e la modesta numerosità del campione, non è possibile stabilire nessuna 
associazione clonale con il grado di internalizzazione, ma è evidente che nessuno degli 
isolati testati mostri un livello di internalizzazione significativo. Il ribogruppo cra-63-S-
7 include 3 isolati che mostrano un livello di internalizzazione relativamente alto (> 50 
CFU), mentre il ribogruppo cra-122-S-2 comprende 3 isolati con un livello di 
internalizzazione minore (< 50 CFU). Inoltre alcuni ribogruppi sembrano mostrare una 
certa omogeneità in termini di CFU internalizzate, indipendentemente dal valore 
dell’inoculo, mentre altri mostrano una grande eterogeneità anche con inoculi simili. 
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Figura 21: Internalizzazione batterica di 22 isolati clinici ortopedici di S. 
epidermidis aminoglicosidici-sensibili. Il grafico mostra le medie e le deviazioni 




Internalizzazione di isolati clinici di S. epidermidis resistenti agli antibiotici 
aminoglicosidici 
Una limitazione degli attuali metodi in grado di studiare l’invasione batterica di cellule 
eucariotiche è rappresentata dalla impossibilità di eliminare i batteri extracellulari 
quando questi sono resistenti alle sostanze attualmente in uso. Nello studio è stata 
testata la combinazione di gentamicina e lisostafina, tuttavia sfortunatamente il 
trattamento non è risultato efficace nell’eliminare i batteri extracellulari e pertanto 
rimane ancora impossibile studiare la capacità di isolati resistenti alla gentamicina di 
invadere le cellule MG-63. Eccetto per l’isolato cra1281, per tutti gli altri isolati di S. 
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epidermidis resistenti alla gentamicina si osserva una differenza di CFU in presenza ed 
in assenza di cellule MG-63 (Figura 22).  
 
Figura 22: Internalizzazione/sopravvivenza batterica di 20 isolati clinici ortopedici 
di S. epidermidis aminoglicosidici-resistenti. Il grafico mostra le medie e le deviazioni 




Tale differenza potrebbe essere associata all’internalizzazione di una frazione di batteri 
nelle cellule MG-63 o ad una differente capacità adesiva dei batteri al fondo della 
piastra di plastica e alla superficie delle cellule MG-63. La Figura 23 mostra i risultati 
ottenuti nel saggio di adesione condotto su 4 isolati resistenti alla gentamicina e 3 isolati 
sensibili alla gentamicina. Per tutti e 7 gli isolati clinici di S. epidermidis testati, il 
numero di batteri adesi ai pozzetti contenenti le cellule MG-63 è 2.9-7.2 volte maggiore 
rispetto ai pozzetti “vuoti”. Le differenze osservate nell’adesione batterica suggeriscono 
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che i pozzetti contenenti le cellule MG-63 costituiscono una superficie più porosa e più 
estesa per l’adesione batterica o che le cellule MG-63 hanno una superficie 
maggiormente adesiva per S. epidermidis. Un’aumentata capacità adesiva agli 
osteoblasti, mediata probabilmente dalle adesine stafilococciche, potrebbe spiegare le 
differenze riscontrate tra gli isolati di S. epidermidis resistenti alla gentamicina in 
termini di CFU in presenza ed in assenza di cellule MG-63.  
 
Figura 23: Differente adesione di isolati clinici di S. epidermidis sulla superficie 
delle cellule MG-63 e sul fondo dei pozzetti di plastica. Il grafico mostra le medie e le 
deviazioni standard dei valori di CFU/pozzetto di un esperimento rappresentativo 
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Internalizzazione di isolati clinici di S. lugdunensis 
Tutti gli isolati clinici di S. lugdunensis testati nello studio sono risultati sensibili al 
trattamento per l’eliminazione dei batteri extracellulari, infatti la conta di CFU in 
assenza di cellule MG-63 risulta essere pari a 0.  
Tuttavia anche in presenza di cellule MG-63 il numero delle CFU riscontrate in ciascun 
pozzetto è estremamente basso e non comparabile a quello osservato per il controllo 
positivo S. aureus cra1199 (Figura 24). 
 
Figura 24: Internalizzazione batterica di 9 differenti isolati clinici ortopedici di S. 
lugdunensis rispetto al controllo positivo (cra1199). Il grafico mostra le medie e le 
deviazioni standard dei valori di CFU/pozzetto di un esperimento rappresentativo 
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L’isolato clinico cra1750 è stato testato a 3 differenti M.O.I. (Figura 25), tuttavia, 
nonostante la differenza nell’inoculo usato, non sono state osservate differenze 
importanti in termini di CFU riscontrate. Tutti e quattro gli isolati clinici di S. 
lugdunensis appartenenti al ribogruppo epidemico cra-62-S-1 hanno mostrato un basso 
livello di internalizzazione, paragonabile a quello osservato per cra1750. L’isolato 
dotato di un maggior potere invasivo, cra2653, mostra un’internalizzazione di solo lo 
0.0007% dell’inoculo (M.O.I. 321:1) e solo lo 0.2% delle cellule MG-63 risultano 
contenere i batteri intracellulari (circa 25 CFU/pozzetto). Nonostante l’inoculo sia 
grande (> 1000 M.O.I.), gli altri isolati del ribogruppo, cra1871, cra1363 e cra2847, 
mostrano una minore internalizzazione. Gli isolati appartenenti al ribogruppo cra-64-S-
8 sono stati testati con una M.O.I. pari o superiore a 1000:1, tuttavia il range di CFU 
riscontrato è compreso tra 17 (isolato cra3006) e 62 (isolato cra2501/1) per pozzetto. 
Tuttavia non è possibile stabilire nessuna associazione clonale con il grado di 
internalizzazione, che risulta essere estremamente basso e paragonabile a quello 
osservato per gli isolati clinici di S. epidermidis.  
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Figura 25: Internalizzazione batterica di differenti isolati clinici ortopedici di S. 
lugdunensis. Il grafico mostra le medie e le deviazioni standard dei valori di 
CFU/pozzetto di un esperimento rappresentativo effettuato in triplicato. 
 
  
Internalizzazione di isolati clinici di E. faecalis 
L’analisi della capacità invasiva degli isolati clinici di E. faecalis sensibili alla 
gentamicina, mostra, in assenza di cellule MG-63, una sopravvivenza batterica nulla. 
Tuttavia anche in presenza di cellule MG-63 il numero delle CFU riscontrate in ciascun 
pozzetto è estremamente basso e non comparabile a quelli osservati per il controllo 
positivo S. aureus cra1199 (Figura 26). 
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Figura 26: Internalizzazione batterica di differenti isolati clinici ortopedici di E. 
faecalis rispetto ai controlli. Il grafico mostra le medie e le deviazioni standard dei 
valori di CFU/pozzetto di un esperimento rappresentativo effettuato in triplicato. 
 
 
Il numero maggiore di CFU ottenute nel caso degli isolati clinici di E. faecalis è stato 
osservato con l’isolato cra1244/1 e corrisponde a circa 1 batterio internalizzato ogni 25 
cellule MG-63 (402 CFU/pozzetto). Considerando l’elevato inoculo utilizzato per 
l’infezione (M.O.I. 1000:1), il numero di CFU riscontrato in seguito alla lisi delle 
cellule MG-63 è assolutamente marginale e non implica una capacità significativa del 
patogeno di invadere le cellule MG-63. La curva M.O.I.-CFU dell’isolato cra1274 
(Figura 27) mostra che il plateau di internalizzazione è raggiunto in corrispondenza di 
una M.O.I. di circa 2000:1, in contrasto con quanto riscontrato da Millán (Millán et al., 
2013) (M.O.I. 1000:1) con le cellule endoteliali. Tuttavia questa differenza avvalora 
l’ipotesi secondo la quale la curva di internalizzazione M.O.I.-CFU è isolato-specifica. 
	   79	  
Figura 27: Curva M.O.I.-CFU dell’isolato clinico di E. faecalis cra2174. Il grafico 
mostra le medie dei valori di CFU/pozzetto di un esperimento effettuato in triplicato. 
 
 
In Figura 28 sono stati inseriti i dati relativi ai ribogruppi degli isolati testati: è possibile 
notare che esiste una enorme eterogeneità tra i ribogruppi considerati, tuttavia gli isolati 
dei ribogruppi cra-115-S-2, cra-116-S-7, cra-115-S-8 e cra-118-S-1 mostrano un livello 
di internalizzazione più basso (range 1-86 CFU/pozzetto) rispetto ai ribogruppi cra-116-
S-1, cra-115-S-4 cra 118-S-2 (range 16-402 CFU/pozzeto). Non è possibile comunque 
stabilire nessuna associazione clonale con il grado di internalizzazione, ma è evidente 
che nessuno degli isolati testati mostra un livello di internalizzazione significativo.  
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Figura 28: Internalizzazione batterica di 21 differenti isolati clinici ortopedici di E. 
faecalis. Il grafico mostra le medie e le deviazioni standard dei valori di CFU/pozzetto 
di un esperimento rappresentativo effettuato in triplicato. 
 
 
La capacità invasiva di S. aureus nelle cellule eucariotiche è stata ampiamente 
documentata nel corso degli ultimi anni (Hamza et al., 2013) ed i risultati ottenuti con 
l’isolato di riferimento ATCC25923 e con l’isolato clinico ortopedico cra1199 
confermano i dati della letteratura secondo cui S. aureus è capace di invadere diversi 
tipi di cellule eucariotiche, tra cui gli osteoblasti. Al contrario poche sono le 
informazioni che riguardano l’invasività del patogeno emergente S. epidermidis in 
cellule eucariotiche. Le prime evidenze bibliografiche mostravano una capacità invasiva 
di S. epidermidis e di altri stafilococchi coagulasi-negativi nelle cellule mammarie 
bovine (Almeida e Oliver, 2001). Tuttavia è solo nel 2007 che Khalil ed i suoi 
collaboratori hanno dimostrato la capacità di alcuni ceppi di S. epidermidis di invadere 
gli osteoblasti umani (Khalil et al., 2007). Nello studio di Khalil solo 3 degli isolati di S. 
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epidermidis testati mostravano un livello di internalizzazione considerevole negli 
osteoblasti. Dei 3 ceppi invasivi fanno parte l’isolato di riferimento NCTC11047 e 2 
isolati clinici, uno associato a peritonite (isolato “19”) e l’altro associato ad osteomielite 
(isolato “HB”). La capacità invasiva dell’isolato di riferimento NCTC11047 è stata 
confermata (sebbene risulti essere inferiore a quella mostrata nello studio di Khalil) da 
un recente studio condotto dal gruppo di Valour su colture cellulari di osteoblasti umani 
e di MG-63 (Valour et al., 2013).  
La capacità invasiva di S. lugdunensis ed E. faecalis è stata poco considerata fin’ora, 
sebbene queste specie batteriche siano frequentemente associate ad infezioni umane 
importanti, come l’osteomielite. Nel 2011, per la prima volta, è stata dimostrata la 
capacità di alcuni isolati clinici di S. lugdunensis di invadere le cellule epiteliali ed 
endoteliali (Szabados et al., 2011), mentre, più recentemente, nel 2013 è stata osservata, 
sempre per la prima volta, l’internalizzazione di cellule endoteliali da parte di isolati 
clinici di E. faecalis (Millán et al., 2013). 
Nel presente studio è stata analizzata la capacità di un numero considerevole di isolati 
clinici provenienti da infezioni ortopediche associate all’impianto di invadere gli 
osteoblasti, al fine di valutare l’eventuale ruolo dell’internalizzazione nella patogenesi 
delle osteomieliti associate all’impianto.  
I dati ottenuti mostrano che per il ceppo di S. epidermidis cra1231, l’isolato clinico che 
ha evidenziato una maggiore capacità invasiva tra i 22 isolati sensibili agli antibiotici 
aminoglicosidici, solo lo 0.002% dell’inoculo viene internalizzato e lo stesso risultato è 
stato osservato anche per l’isolato clinico di E. faecalis cra1244/1. Parallelamente, per 
l’isolato maggiormente invasivo tra i ceppi di S. lugdunensis, cra2653, solo lo 0.007% 
dell’inoculo risulta essere internalizzato. Pertanto gli isolati clinici di S. epidermidis, S. 
lugdunensis ed E. faecalis analizzati non sembrano possedere la capacità di invadere 
significativamente gli osteoblasti, al contrario dell’isolato clinico di S. aureus, in cui il 
7.5% dell’inoculo risulta essere internalizzato nelle cellule MG-63. Inoltre in S. aureus 
l’internalizzazione si osserva con un inoculo modesto (circa 100 M.O.I.), questo 
	   82	  
potrebbe essere dovuto ad una rapida ed efficace adesione batterica sulla superficie 
cellulare che favorisce il successivo ingresso di S. aureus nelle cellule eucariotiche. 
Studi precedenti hanno dimostrato una minore adesione di S. epidermidis agli 
osteoblasti e questo potrebbe implicare la necessità di un inoculo maggiore per 
raggiungere la stessa adesione dei batteri alla superficie cellulare. Tuttavia anche 
quando si utilizzano inoculi considerevoli, la capacità invasiva di S. epidermidis risulta 
essere modesta e marginale.  
In presenza di un’invasione estremamente bassa (<1%), potrebbe non essere appropriato 
parlare di internalizzazione vera e propria, intesa come un fenomeno attivo che 
coinvolge specifici meccanismi cellulari di trasduzione del segnale. Il basso livello 
d’internalizzazione osservato tra gli isolati clinici di S. epidermidis, S. lugdunensis ed E. 
faecalis potrebbe essere semplicemente dovuto ad un fenomeno non specifico di 
internalizzazione passiva all’interno degli osteoblasti. Le modeste variazioni osservate 
in termini di CFU internalizzate tra gli isolati considerati potrebbero essere legate ad 
una differente capacità adesiva dei vari isolati alla superficie degli osteoblasti piuttosto 





3.4 RUOLO DELL’INTERNALIZZAZIONE NELLA PATOGENESI 
DELL’OSTEOMIELITE 
L’eradicazione delle infezioni associate agli impianti protesici è un aspetto 
estremamente importante alla base del successo di una protesi. Tra i meccanismi 
patogenetici ipotizzati essere alla base di questo tipo di infezioni vi è l’invasione degli 
osteoblasti da parte dei microrganismi infettanti che possono così nascondersi 
nell’ambiente intracellulare ed eludere la terapia antibiotica sistemica, in quanto le 
cellule eucariotiche sono impermeabili a molti dei comuni antibiotici impiegati in 
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clinica (Arciola et al., 2012b). Pertanto è fondamentale analizzare il ruolo del processo 
invasivo dei principali microrganismi coinvolti nelle osteomieliti associate all'impianto, 
al fine di identificare la migliore terapia antibiotica da intraprendere nel corso di questo 
tipo di infezioni. 
 
I dati della letteratura mostrano che lo studio dell’internalizzazione generalmente viene 
effettuato a differenti valori di M.O.I. per ciascuna specie batterica in base al plateau di 
internalizzazione osservato, tuttavia, sulla base dei risultati ottenuti, è ipotizzabile che il 
plateau di internalizzazione non sia specie-specifico, bensì ceppo-specifico. Inoltre 
l’impiego di M.O.I. differenti non consente un confronto tra le diverse specie batteriche. 
Pertanto alla luce di queste considerazioni, volendo studiare la capacità invasiva, nelle 
cellule osteoblastoidi MG-63, di isolati clinici appartenenti alle specie batteriche 
maggiormente coinvolte nelle infezioni ortopediche associate all’impianto, il saggio di 
internalizzazione è stato condotto ad una M.O.I. di circa 100:1. Per ciascun isolato le 
cellule MG-63 sono state infettate con delle diluizioni dell’inoculo batterico e quindi, 
nell’analisi dei dati, sono stati presi in considerazione i conteggi di CFU/pozzetto 
ottenuti con una M.O.I. di circa 100:1 (100±33). La figura 29 descrive chiaramente la 
differente capacità invasiva delle specie batteriche considerate nello studio: gli isolati di 
S. aureus mostrano uno spiccato livello di internalizzazione dell’ordine di 104 
batteri/pozzetto, contrariamente a quanto si può osservare per gli isolati di S. 
epidermidis, S. lugdunensis e E. faecalis in cui il livello di internalizzazione è 
decisamente inferiore. Inoltre è interessante sottolineare che all’interno della stessa 
specie batterica, gli isolati considerati mostrano un comportamento invasivo 
paragonabile. I conteggi delle CFU internalizzate con gli isolati di S. epidermidis ed E. 
faecalis sono simili (nell’ordine di grandezza di 101 batteri/pozzetto) e leggermente 
superiori a quelli ottenuti con gli isolati di S. lugdunensis (nell’ordine di grandezza di 
100 batteri/pozzetto) (Figura 29).  
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Figura 29: Capacità invasiva delle principali specie batteriche alla base di infezioni 
ortopediche associate all’impianto. Ogni cerchio rappresenta la media dei valori di 
CFU/pozzetto ottenuti in 3 esperimenti indipendenti eseguiti in triplicato per ciascun 
diverso ceppo batterico.  
 
 
Limitatamente agli isolati considerati nello studio si può affermare che l’invasione delle 
cellule MG-63 non rappresenta un meccanismo patogenetico alla base delle infezioni 
ortopediche associate all’impianto causate da S. epidermidis, S. lugdunensis ed E. 
faecalis, al contrario, in S. aureus la spiccata capacità invasiva rappresenta una abile 
strategia patogenetica che consente al patogeno di sfuggire alla terapia sistemica e alla 
risposta immunitaria dell’ospite. Pertanto alla luce dei risultati ottenuti, la terapia per le 
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infezioni associate all’impianto causate da S. aureus dovrebbe prevedere l’uso di 
antibiotici permeabili alle cellule dell’ospite e pertanto attivi a livello intracellulare, al 
contrario nelle infezioni ortopediche causate da S. epidermidis, S. lugdunensis ed E. 




3.5- LE NETs ED IL BIOFILM 
I PMN rappresentano la prima linea di difesa del sistema immunitario contro le 
infezioni batteriche. I PMN sono dotati di numerose attività battericide ben 
documentate, come la fagocitosi, la produzione di specie reattive dell’ossigeno e la 
degranulazione con il conseguente rilascio di vari peptidi antimicrobici come il 
lisozima, la lattoferrina e l’elastasi. Recentemente è stato descritto un’ulteriore capacità 
antibatterica dei PMN: la formazione di trappole extracellulari, NETs, (Neutrophil 
Extracellular Traps, ma anche net, rete) costituite da DNA, istoni, proteine 
citoplasmatiche e granulari dei PMN in grado di controllare l’infezione batterica 
(Arciola, 2010).  
In seguito all’incubazione del biofilm opsonizzato di S. epidermidis (ceppo di 
riferimento RP62A) con i PMN si osserva la formazione delle NETs da parte dei 
neutrofili: i PMN attivati dal contatto con il biofilm opsonizzato hanno rilasciato il 
DNA (rilevato dal SYTOX) e l'elastasi (rilevata dall'anticorpo anti-elastasi umama 
coniugato con Cy3), una potente proteina battericida (Figura 30).  
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Figura 30:Formazione delle NETs. La figura mostra il DNA (in verde) e l’elastasi (in 
rosso) rilasciati da parte dei PMN attivati dal contatto con il biofilm di S. epidermidis 




Il rilascio del DNA è stato anche quantificato mediante un kit commerciale specifico per 
il DNA a doppio filamento: in presenza di biofilm opsonizzato i PMN rilasciano una 
quantità notevole di DNA rispetto al biofilm non opsonizzato che mostra dei valori 
simili a quelli ottenuti con i PMN da soli. Il trattamento con la DNasi ha determinato 
non solo una drastica diminuzione della quantità di DNA rilasciato da parte dei PMN 
(Figura 31), ma ha anche evidenziato un aspetto nuovo ed altamente interessante.  
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Figura 31: Rilascio del DNA da parte dei PMN da soli e dei PMN attivati con 
PMA, biofilm di S. epidermidis e biofilm opsonizzato di S. epidermidis. Il grafico 
mostra le medie e le deviazioni standard di 3 esperimenti effettuati in triplicato. I PMN 
sono stati isolati a partire da 3 donatori diversi. 
 
 
La presenza dell'elastasi nelle NET sembra essere strettamente dipendente dalla 
contemporanea presenza del DNA: infatti il trattamento con la DNasi determina non 
solo la perdita dell'elastasi, ma anche della struttura tridimensionale delle NETs, il DNA 
pertanto potrebbe rappresentare l’impalcatura di queste trappole extracellulari e la sua 
presenza potrebbe quindi essere importante nell’attività delle NETs contro il biofilm 
batterico. Le NETs rappresentano delle ottime armi nella difesa contro il biofilm 
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4. CONCLUSIONI 
 
Le infezioni legate agli impianti sono il tallone d’Achille dell’applicazione dei 
biomateriali in campo medico e rappresentano pertanto la causa principale del 
fallimento degli impianti protesici (Campoccia et al., 2006).  
Lo studio dell’internalizzazione delle principali specie batteriche responsabili delle 
infezioni associate all’impianto negli osteoblasti ha consentito di studiare il ruolo del 
meccanismo invasivo nella patogenesi delle osteomieliti associate all’impianto, 
presupposto fondamentale per identificare la migliore terapia antibiotica da 
intraprendere nel corso di questo tipo di infezioni. L'ingresso di un patogeno in cellule 
eucariotiche che non sono peculiarmente fagociti professionali rappresenta un processo 
cruciale nella patogenesi delle malattie infettive, poiché consente di prevenire 
l'eliminazione del batterio da parte delle difese immunitarie dei tessuti e dell’organismo 
e di ostacolare l’azione della maggior parte degli antibiotici (che non penetrano e non 
agiscono su microrganismi intracellulari), così sostenendo ed alimentando l'infezione. 
L'internalizzazione rappresenta quindi per il batterio un'ottima strategia difensiva per 
eludere non solo la sorveglianza immunologica messa in atto dall'ospite, ma anche la 
terapia antibiotica, e per favorire la persistenza del microrganismo nell'ospite (Hauck 
and Ohlsen, 2006).  
Il saggio di invasione messo a punto su micropiastra ha consentito di investigare in 
modo approfondito e dettagliato il ruolo ed il peso dell’internalizzazione nella 
patogenesi delle infezioni ortopediche peri-protesiche causate da S. aureus, S. 
epidermidis, S. lugdunensis ed E. faecalis.   
Limitatamente agli isolati considerati nello studio si può affermare che l’invasione delle 
cellule MG-63 non rappresenta un meccanismo patogenetico alla base delle infezioni 
ortopediche associate all’impianto causate da S. epidermidis, S. lugdunensis ed E. 
faecalis, al contrario, in S. aureus la spiccata capacità invasiva rappresenta una abile 
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strategia patogenetica che consente al patogeno di sfuggire alla terapia sistemica e alla 
risposta immunitaria dell’ospite.  
 
Il basso livello di internalizzazione osservato tra gli isolati clinici di S. epidermidis, S. 
lugdunensis ed E. faecalis potrebbe essere semplicemente legato ad un fenomeno non 
specifico di invasione passiva all’interno degli osteoblasti. Pertanto gli isolati clinici di 
S. epidermidis, S. lugdunensis ed E. faecalis, considerati nello studio, si 
comporterebbero come microparticelle non vitali che aderiscono alla superficie esterna 
degli osteoblasti ma hanno una bassa probabilità di penetrarvi all’interno. Alla luce dei 
risultati ottenuti la terapia per le infezioni associate all’impianto causate da S. aureus 
dovrebbe prevedere l’uso di antibiotici permeabili alle cellule dell’ospite e pertanto 
attivi a livello intracellulare, al contrario nelle infezioni ortopediche causate da S. 
epidermidis, S. lugdunensis ed E. faecalis non risulterebbe essere necessario l’uso di 
antibiotici attivi nella cellula.  
E’ stato studiato inoltre il ruolo dell’immunità innata nella difesa contro il biofilm 
batterico. In seguito all’incubazione del biofilm opsonizzato di S. epidermidis con i 
PMN è stato possibile osservare la formazione delle NETs. Le NETs rappresentano 
delle ottime armi nella difesa contro il biofilm batterico, infatti le trappole sono in grado 
di limitare la diffusione batterica e quindi di confinare l’infezione (Arciola, 2010). 
I neutrofili, attivati dal contatto con il biofilm opsonizzato, hanno rilasciato il DNA e 
l'elastasi, una potente proteina battericida. Il trattamento con la DNasi ha determinato 
non solo una drastica diminuzione della quantità di DNA rilasciato da parte dei PMN, 
ma ha anche evidenziato un aspetto nuovo ed altamente interessante. La presenza 
dell'elastasi nelle NET sembra essere strettamente dipendente dalla contemporanea 
presenza del DNA: infatti il trattamento con la DNasi determina non solo la perdita 
dell'elastasi, ma anche della struttura tridimensionale delle NETs, il DNA pertanto 
potrebbe rappresentare l’impalcatura di queste trappole extracellulari e la sua presenza 
potrebbe quindi essere importante nell’attività delle NETs contro il biofilm batterico.  
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La comprensione del ruolo dell’internalizzazione nella patogenesi delle osteomieliti 
associate all’impianto e lo studio della risposta immunitaria innata a questo tipo di 
infezioni spesso caratterizzate dalla presenza di biofilm, rappresentano i presupposti 
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